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1 Einleitung 
 
1.1 Die Spermatogenese 
 
Das Überleben einer Spezies hängt von der Fähigkeit ab, ihr Genom erfolgreich an die 
nächste Generation weiterzugeben. Bei Vertebraten und vielen Invertebraten wird 
diese Aufgabe von einer relativ kleinen Population hoch spezialisierter Zellen, den 
Keimzellen, bewerkstelligt. Die Vervielfältigung und Reifung der männlichen 
Keimzellen, die Spermatogenese, findet im Hoden statt. 
 
1.1.1 Die Organisation des Keimepithels 
Der Hoden der Säugetiere wird in ein tubuläres Kompartiment, bestehend aus den 
Samenkanälchen (Tubuli seminiferi), und ein interstitielles Kompartiment 
(Interstitium), den Raum zwischen den Samenkanälchen, unterteilt. Jedes 
Samenkanälchen ist von einem Keimepithel ausgekleidet, welches sich aus zwei 
Zellpopulationen, den somatischen Sertoli-Zellen und den Keimzellen, 
zusammensetzt. Die Sertoli-Zellen sind die eigentlichen Epithelzellen der 
Samenkanälchen. Sie sind mit ihren basalen Pol auf der Basallamina verankert und 
reichen mit ihrem Zellleib über die gesamte Höhe des Keimepithels. Untereinander 
bilden sie durch zahlreiche Einbuchtungen und Ausläufer ein Netzwerk aus, in dem 
sich die Keimzellen entwickeln können (Dym, 1977; Schiebler, 2005). Zwei Sertoli-
Zellen treten miteinander über undurchlässige Zell-Zell-Verbindungen („Tight 
Junctions“) sowie Ankerverbindungen („Adherens Junctions“) und kommunizierende 
Verbindungen („Gap Junctions“) in Wechselwirkung. Im basolateralen Bereich des 
Keimepithels bilden benachbarte Sertoli-Zellen eine besondere Zell-Zell-Verbindung 
aus, welche primär aus „Tight Junctions“ besteht. Durch die Ausbildung dieser 
sogenannten Blut-Hoden-Schranke erfährt das Keimepithel eine Zweiteilung in ein 
basales und adluminales Kompartiment. Keimzellen, die im Laufe ihrer Reifung von 
der basalen Region eines Samenkanälchens in Richtung Lumen wandern, müssen 
diese Verbindungen zwischen zwei Sertoli-Zellen passieren (Dym und Fawcett, 1970) 
(Abb. 1-1). 
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Abb. 1-1. Schematische Darstellung der Beziehung zwischen Sertoli-Zellen und sich 
entwickelnden Keimzellen im Keimepithel eines Samenkanälchens. Die Sertoli-Zellen (SZ) 
repräsentieren die eigentlichen Wandzellen des Keimepithels. Sie haften mit ihrem basalen Pol auf der 
Basallamina (BL) und reichen mit dem apikalen Pol zum Tubuluslumen. Die SZ bilden untereinander 
einen Verband aus und sind mit verschiedenen Reifungsstadien der Keimzellen gleichzeitig assoziiert. 
Während ihrer Entwicklung wandern die Keimzellen von basal nach apikal und werden als reife 
Spermatozoen (SPZ) ins Tubuluslumen entlassen. TAS = Typ A Spermatogonie; TBS = Typ B 
Spermatogonie; MZ = myoide Zellen; BHS = Blut-Hoden-Schranke; PS = Pachytän-Spermatozyte; RS 
= runde Spermatide; ES = elongierte Spermatide (nach Dym und Fawcett, 1970). 
 
1.1.2 Spermatogenese und Spermiogenese 
Die Produktion eines reifen Spermiums aus einer Spermatogonie wird als 
Spermatogenese bezeichnet. Die Spermatogenese ist ein kontinuierlicher, hoch 
organisierter Prozess, der aus aufeinander folgenden Schritten von Proliferation, 
Reduktionsteilung (Meiose) und Differenzierung besteht.  
Im Hoden existieren zwei Hauptpopulationen von Spermatogonien: Typ A 
Spermatogonien und Spermatogonien des Typs B. Typ A Spermatogonien sind durch 
Mitosen einerseits zur Selbsterhaltung fähig und bilden somit den Vorrat an 
Stammzellen. Auf der anderen Seite generieren sie Tochterzellen, aus denen 
wiederum durch weitere mitotischen Teilungen Spermatogonien des Typs B 
hervorgehen (Oakberg, 1971; de Rooij und Russell, 2000). Typ B Spermatogonien 
hingegen teilen sich nur einmal mitotisch (Monesi, 1962) und generieren auf diese 
Weise sogenannte primäre Spermatocyten, die in die Meiose eintreten. Aus jeder 
apikal 
basal 
TAS TAS TBSSZ MZ 
BHS 
RS 
PS 
ES 
BL 
SPZ 
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primären Spermatocyte entstehen nach der ersten meiotische Teilung zunächst zwei 
sekundäre Spermatocyten, die nach Vollendung der Meiose jeweils zwei runde 
Spermatiden hervorbringen. Nach der Reduktionsteilung des Chromosomensatzes 
proliferieren die runden Spermatiden nicht mehr, sondern differenzieren in einem 
Prozess, der als Spermiogenese bezeichnet wird, zu reifen Spermatozoen. Während 
der Spermiogenese erfahren die Zellen zahlreiche morphologische, biochemische und 
physiologische Veränderungen. Letztendlich geht aus einer haploiden, runden, 
unbeweglichen Spermatide eine elongierte, reife Spermatozoe hervor, die aus dem 
Zellverband gelöst und ins Tubuluslumen entlassen wird. Wichtige Ereignisse in 
diesem Reifungsprozess sind beispielsweise die Bildung eines Akrosoms aus dem 
Golgi-Apparat, welches für die Penetration der Zona Pellucida der Oocyte notwendig 
ist. Ferner erfolgt durch den Austausch von Histonen gegen Protamine eine 
Chromatinkondensation, was letztendlich in einer starken Reduktion des 
Kernvolumens resultiert. Voraussetzung für die Beweglichkeit des reifen 
Spermatozoons ist die Generierung eines Flagellums, um dessen Mittelstück sich 
energieliefernde Mitochondrien manschettenartig gruppieren (Russell, 1990; Gilbert, 
2006). 
Da sämtliche Abkömmlinge einer Spermatogonie infolge einer unvollständigen 
Cytokinese über dünne cytoplasmatische Brücken miteinander verbunden bleiben, 
durchlaufen die Klone alle folgenden Entwicklungsstadien synchron. Erst bei ihrer 
Freisetzung als reife Spermatozoen wird die Cytokinese vollendet und folglich alle 
Zellgeschwister voneinander getrennt (Dym und Fawcett, 1971). 
Die Dauer der Spermatogenese variiert von Spezies zu Spezies. Bei der Maus beträgt 
der Entwicklungszeitraum von einer Spermatogonie zur reifen Spermatozoe ca. 35 
Tage, wobei die mitotischen Teilungen bis zum Erhalt einer Typ B Spermatogonie 
acht Tage andauern. Die Meiose läuft binnen 13 Tagen ab und die Spermiogenese 
erfolgt in einer Zeitspanne von weiteren 13,5 Tagen (Nebel et al., 1961; Gilbert, 
2006).  
 
1.1.3 Die hormonelle Regulation der Hodenfunktion 
Im männlichen Organismus sind die Gonadotropin-Hormone LH (Luteinisierendes 
Hormon) und FSH (Follikel-stimulierendes Hormon) an der Gametogenese und der 
Steroidhormonsynthese beteiligt. Dabei übt FSH über seinen Rezeptor einen direkten 
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Effekt auf die Sertoli-Zellen aus, während LH die Produktion des Steroidhormons 
Testosteron in den interstitiellen Leydig-Zellen des Hodens bewirkt (Bhalla und 
Reichert, 1974; Steinberger et al., 1974; Braun und Sepsenwol, 1976). Testosteron 
und seine Derivate spielen nicht nur während der Spermatogenese eine wichtige Rolle, 
sondern sind auch für die Ausbildung der sekundären Geschlechtsmerkmale sowie die 
Funktion der männlichen Geschlechtsorgane verantwortlich. Eine Beteiligung von 
Testosteron am Muskelaufbau, Haarwuchs oder am Knochenstoffwechsel besteht 
ebenfalls. Die Produktion dieser Hormone unterliegt einem fein abgestimmten, 
endokrinen Regelkreis, in dem Hypothalamus, Hypophyse und Hoden über einen 
negativen Rückkopplungsmechanismus kommunizieren (Weinbauer, 2000). 
In diesem Regelkreis übernimmt der Hypothalamus die Funktion eines 
übergeordneten Zentrums, welches die Synthese und Sekretion der beiden 
Schlüsselhormone FSH und LH über das Gonadotropin-freisetzende Hormon (GnRH) 
steuert. FSH und LH wirken über zwei verschiedene Zielzellen. Der FSH-Rezeptor 
wird im männlichen Organismus ausschließlich von der Sertoli-Zelle exprimiert. Nach 
der Bindung des entsprechenden Gonadotropins an den FSH-Rezeptor wird die 
Synthese von Inhibin in den Sertoli-Zellen induziert und seine Ausschüttung 
vollzogen. Inhibin vermindert wiederum die hypophysäre Sekretion von FSH und 
agiert somit als ein wichtiges Kontrollmolekül im hypothalamisch-hypophysär-
testikulären Regelkreis. Als Zielzelle für das Luteinisierende Hormon fungiert im 
männlichen Organismus spezifisch die testikuläre Leydig-Zelle. Nach der Bindung an 
seinen Rezeptor induziert LH die Testosteronsynthese. Testosteron beeinflusst 
seinerseits – ebenfalls über einen negativen Rückkopplungsmechanismus – die 
Ausschüttung der Gonadotropine aus der Hypophyse und des GnRHs aus dem 
Hypothalamus (Weinbauer, 2000) (Abb. 1-2). 
 
1.1.3.1 Die endokrine Regulation der Spermatogenese durch die Sertoli-Zelle 
Testosteron und das Follikel-stimulierende Hormon gelten als die wichtigsten 
Hormone für die Spermatogenese, da sie sowohl an ihrer Initiierung als auch an ihrer 
Aufrechterhaltung maßgeblich beteiligt sind. Die Wirkung dieser Hormone wird über 
die Sertoli-Zelle vermittelt, wobei diese die einzige Zielzelle des Follikel-
stimulierenden Hormons darstellt. Androgen-Rezeptoren (AR) hingegen werden im 
Hoden nicht nur von den mit den Keimzellen in enger Verbindung stehenden Sertoli-
Zellen synthetisiert. Eine Expression des zu den Steroidhormonrezeptoren zählenden 
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Androgen-Rezeptors findet ebenfalls in den peritubulären myoiden Zellen sowie den 
Leydig-Zellen statt (Ruizeveld de Winter et al., 1991; Vornberger et al., 1994). 
Die Bindung von FSH an seinen 7-Transmembrandomänen-umspannenden und G-
Protein-gekoppelten Rezeptor resultiert in einer Konformationsänderung des 
Rezeptors. Dies hat zur Folge, dass die cAMP-PKA-Signaltransduktionskaskade 
aktiviert wird. Hierbei wandelt die Adenylatcyklase zunächst Adenosintriphopsphat 
(ATP) in cyklisches Adenosinmonophosphat (cAMP) um, welches daraufhin an die 
regulatorische Untereinheit der Proteinkinase A (PKA) bindet. Durch diese Interaktion 
wird die katalytische Untereinheit der PKA freigesetzt und kann nun Zielproteine, wie 
z.B. Transkriptionsfaktoren, durch Phosphorylierung aktivieren (Monaco et al., 1995). 
Das von den Leydig-Zellen synthetisierte Testosteron hingegen wird im Cytoplasma 
der Sertoli-Zellen zunächst in Dihydrotestosteron umgewandelt, bevor es an die durch 
das HSP90 (HSP = „heat shock protein“) inaktivierte Form des Androgen-Rezeptors 
binden kann. Durch die Bindung seines Liganden wird der Androgen-Rezeptor 
freigegeben. Er bildet daraufhin ein Homodimer, welches fähig ist an die DNA zu 
binden und als transkriptioneller Regulator zu agieren (O'Malley und Tsai, 1992; 
Wong et al., 1993). 
1.1.3.1.1 Die hypogonadale (hpg) Maus 
Beeindruckende Erkenntnisse über die Funktionsweisen von FSH und LH, bzw. 
Testosteron, und deren Einfluss auf die Spermatogenese liefert das Modell der 
sogenannten hypogonadalen (hpg) Maus. Hpg-Mäuse sind aufgrund einer Deletion in 
dem für das Gonadotropin-freisetzende Hormon (GnRH) codierenden Gen infertil. 
Der Verlust des funktionstüchtigen GnRHs führt zu stark reduzierten FSH- und LH-
Konzentrationen im Blut sowie zu kaum detektierbaren Mengen an testikulären 
Androgenen (Cattanach et al., 1977; Mason et al., 1986; Sheffield und 
O'Shaughnessy, 1988). Die Spermatogenese im Hoden von hpg-Mäusen arretiert im 
Stadium früher primärer Spermatocyten. Darüber hinaus resultiert die GnRH-
Defizienz in einer verminderten Anzahl von Sertoli- und Leydig-Zellen (Cattanach et 
al., 1977; Baker und O'Shaughnessy, 2001). Der Phänotyp der hpg-Mäuse ist jedoch 
reversibel. Werden diese Tiere mit Testosteron behandelt, so kann die Reifung der 
Keimzellen vollendet und die Fertilität letztendlich wiedererlangt werden. Allerdings 
bleiben Hodengröße und Anzahl der Keimzellen im Vergleich zu Wildtypmäusen 
deutlich reduziert (Singh et al., 1995). Eine nahezu quantitativ normale 
Spermatogenese und Hodengröße können in hpg-Mäusen erst durch eine Kombination 
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von FSH und Testosteron erzielt werden. Um diesen Effekt zu erlangen, muss eine 
Behandlung mit FSH am Tag der Geburt und weiterhin in den ersten zwei 
Lebenswochen (Zeitraum der postnatalen Sertoli-Zell-Proliferationsphase) erfolgen. 
Testosteron wird erst im Anschluss, am postnatalen Tag 21 (um diesen Tag herum 
sind in Wildtypmäusen die ersten runden Spermatiden zu detektieren), gegeben (Singh 
und Handelsman, 1996). Somit scheint Testosteron essentiell für die Fertilität zu sein, 
was inzwischen auch durch Sertoli-Zell-spezifische „knockout“-Experimente des 
Androgen-Rezeptors gezeigt wurde (De Gendt et al., 2004). FSH hingegen nimmt bei 
prä- und neonataler Gabe Einfluss auf die Sertoli-Zell-Proliferation und die Quantität 
der Spermatogenese (Singh und Handelsman, 1996; Krishnamurthy et al., 2000; 
Haywood et al., 2003). 
 
 
Abb. 1-2. Die endokrine Regulation der Spermatogenese. Die hormonelle Steuerung der 
Spermatogenese erfolgt über die hypothalamisch-hypophysär-testikuläre Achse und unterliegt einem 
negativen Rückkopplungsmechanismus. Für die Initiierung und Aufrechterhaltung der Spermatogenese 
sind das Follikel-stimulierende Hormon (FSH) und Testosteron (T) essentiell. Die Sertoli-Zelle agiert 
als Vermittler dieser Hormonwirkungen. Die Ausschüttung von FSH wird durch das von der Sertoli-
Zelle sezernierte Inhibin reguliert. Das Luteinisierende Hormon (LH) bewirkt die Testosteronsynthese 
in den Leydig-Zellen. Hohe Testosteronkonzentrationen im Blut hemmen wiederum die Ausschüttung 
des Gonadotropin-freisetzenden Hormons (GnRH) und von LH. ES = elongierende Spermatide; SZN = 
Sertoli-Zell-Nukleus (nach Weinbauer, 2000). 
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1.2 Die Sertoli-Zelle als „Amme“ der Keimzellen 
 
Die somatische Sertoli-Zelle spielt sowohl während der Hodenorganogenese als auch 
bei der Keimzellreifung eine zentrale Rolle. Im Embryo agiert sie als Initiator und 
Organisator der männlichen Gonade (Capel, 2000; Brennan und Capel, 2004).  
Die zu Beginn der Hodenentwicklung von einem einschichtigen Coelomepithel 
ummantelte Genitalleiste wird bei der Maus um den Tag 10 post coitum von 
primordialen Keimzellen besiedelt (Ginsburg et al., 1990). Nach dem Einwandern der 
Keimzellen ist die Gonade noch indifferent und besitzt die Fähigkeit, entweder Hoden 
oder Ovarien auszubilden. An Tag 11 post coitum beginnen einige Zellen des 
coelomischen Epithels – die späteren Sertoli-Zellen – zu proliferieren und mit den in 
die Gonade eingewanderten primordialen Keimzellen zu aggregieren. Im Anschluss 
migrieren Zellen aus dem Mesonephros in die Gonade und umschließen das Aggregat 
aus prä-Sertoli-Zellen und primordialen Keimzellen. Beide Prozesse – und somit die 
Induktion des männlichen Phänotyps – hängen von der Expression des SRY-Gens 
(„sex-determining region of the Y chromosome“) durch die prä-Sertoli-Zelle ab 
(Gubbay et al., 1990; Koopman et al., 1990; Koopman et al., 1991; Martineau et al., 
1997). Ein weiterer wichtiger Schritt zur Ausbildung des männlichen 
Erscheinungsbildes ist die Regression des Müllerschen Gangs, dem Vorläufer des 
weiblichen Reproduktionstraktes. Die Sertoli-Zelle synthetisiert und sezerniert das 
hierfür verantwortliche Anti-Müller-Hormon (Amh) nach Beginn der Sry-Expression 
(Tran et al., 1977; Behringer et al., 1994; Hacker et al., 1995). Somit stellt die Sertoli-
Zelle den am frühesten differenzierten gonadalen Zelltyp dar, der durch 
Einflussnahme auf die Differenzierung anderer Zelltypen die männliche Entwicklung 
kontrollieren kann (Capel, 2000; Brennan und Capel, 2004). 
Im postnatalen Hoden erfüllt die Sertoli-Zellen ein breites Aufgabenspektrum, was 
letztendlich auf die Initiierung und Aufrechterhaltung der Spermatogenese sowie die 
Keimzellbewegung zielt.  
Aufgrund ihres gut ausgebildeten Cytoskeletts und durch die Ausbildung zahlreicher 
Zell-Zell-Kontakte verleiht die Sertoli-Zelle dem Keimepithel Struktur und Stabilität. 
Durch die Ausdehnung ihres Zellleibes von der Basallamina bis hin zum 
Tubuluslumen dient sie den heranreifenden Keimzellen als mechanische Stütze (Mruk 
und Cheng, 2004).  
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Benachbarte Sertoli-Zellen bilden untereinander im basolateralen Bereich eine Blut-
Hoden-Schranke (BHS) aus, die das Keimepithel in zwei Kompartimente teilt. Im 
basalaen Kompartiment sind die Spermatogonien, die Präleptotän- sowie die 
Leptotänspermatocyten ansässig. Im adluminalen Komportiment befinden sich 
meiotische Spermatocyten nachfolgender Reifungsstadien sowie haploide Keimzellen, 
die die Spermiogenese durchlaufen (Dym und Fawcett, 1970; Russell, 1978). Diese 
sind aufgrund der BHS von der Umgebung abgeschirmt und somit auf die Versorgung 
durch die Sertoli-Zelle angewiesen. Die BHS stellt eine undurchlässige und 
immunologische Barriere dar. Sie kontrolliert die Passage von Molekülen und schützt 
zudem die heranreifenden Keimzellen im adluminalen Kompartiment vor einer 
Autoimmunantwort des Organismus, da während der Spermatogenese neue, dem 
Immunsystem unbekannte Antigene entstehen (Setchell et al., 1969b). Aufgrund der 
Generierung der BHS ist die Sertoli-Zelle zudem in der Lage, ein in chemischer und 
physiologischer Hinsicht einzigartiges Milieu im adluminalen Kompartiment zu 
schaffen. Dieses Mikromilieu ist essentiell für die Vollendung der meiotischen und 
postmeiotischen Schritte der Spermatogenese. Die durch die BHS separierten 
Keimzellen müssen von der Sertoli-Zelle effizient und in ausreichendem Maß mit 
Nährstoffen und anderen Faktoren, wie z.B. Wachstumsfaktoren, versorgt werden, 
was weitestgehend durch Sekretionsprozesse gewährleistet wird (Skinner, 2005). Die 
von den Sertoli-Zellen sezernierte Tubulusflüssigkeit dient ebenfalls zum Transport 
der freigesetzten Spermatozoen aus dem Hoden in den Nebenhoden (Setchell et al., 
1969a).  
Der Aufbau der Blut-Hoden-Schranke erfordert eine weitere Leistung von den Sertoli-
Zellen. Die „Ammen“-Zellen müssen einen koordinierten und kontrollierten Transport 
reifender Keimzellen von der Basallamina, an der die Spermatogonien lokalisiert sind, 
über die BHS bis hin zum Tubuluslumen bewerkstelligen. Da die Zell-Zell-
Verbindungen im Keimepithel dynamische Strukturen darstellen, ist es der Sertoli-
Zelle möglich, diese bei der Keimzellmigration im Keimepithel immer wieder 
aufzuheben und erneut zu schließen. Neben der Keimzellwanderung von der 
Basallamina bis hin zum Tubuluslumen unterstützt die Sertoli-Zelle ebenfalls die 
Freisetzung reifer Spermatozoen aus dem Keimepithel, was als Spermiation 
bezeichnet wird (Mruk und Cheng, 2004). 
Letztendlich kann jede Sertoli-Zelle nur eine definierte Anzahl an Keimzellen 
während ihrer Reifung unterstützen. Die Anzahl der Keimzellen sowie die Zahl reifer, 
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ins Lumen entlassener Spermatozoen und folglich die Hodengröße hängen direkt von 
der Anzahl der im Keimepithel vorhandenen Sertoli-Zellen ab (Orth et al., 1988).  
 
1.2.1 Die funktionelle Reifung der Sertoli-Zelle 
Die Sertoli-Zelle hat somit im embryonalen Hoden eine andere Rolle, als im 
postnatalen, adulten Hoden. Um ihr breit gefächertes Aufgabenspektrum im 
postnatalen Hoden erfüllen zu können, muss die Sertoli-Zelle neben morphologischen 
Veränderungen – wie z.B. einer Vergrößerung des Kerns, dem Ausformen seiner 
pyramidalen Gestalt sowie der Ausbildung eines prominenten Nukleolus –  auch eine 
funktionelle Reifung durchlaufen (Sharpe et al., 2003). Dieser Reifungsprozess geht 
einher mit der Einstellung der Proliferationsaktivität, einer Größenzunahme der 
Zellen, dem Aufbau der Blut-Hoden-Schranke zwischen benachbarten Sertoli-Zellen 
und einer Veränderungen im Genexpressionsmuster (Sharpe et al., 2003; Walker, 
2003). Die Sertoli-Zellen proliferieren während der gesamten Embryonalentwicklung 
und erreichen um den Tag der Geburt maximale Teilungsaktivität. Im postnatalen 
Hoden lässt ihre Proliferationsrate sukzessive nach und wird an Tag 17 vollständig 
eingestellt. Von diesem Zeitpunkt an bleibt die Anzahl der Sertoli-Zellen konstant 
(Vergouwen et al., 1991; Vergouwen et al., 1993).  
In den Hoden pränataler und neugeborener Tiere nimmt FSH Einfluss auf die 
Proliferation von Sertoli-Zellen. Im adulten Hoden ist FSH bzw. die FSH-
Signalwirkung jedoch nicht mehr an der Proliferationsregulation der „Ammen“-Zellen 
beteiligt, sondern verantwortlich für eine qualitativ und quantitativ normale 
Spermatogenese (Meachem et al., 1996; Dierich et al., 1998; Krishnamurthy et al., 
2000; Haywood et al., 2003). Stattdessen wird vermutet, dass ein anderes Hormon, 
das Trijodthyronin (T3), im juvenilen postnatalen Hoden Einfluss auf die 
Teilungsaktivität von Sertoli-Zellen nehmen kann (Buzzard et al., 2003; Holsberger et 
al., 2003).  
Weitere Hinweise über die Umwandlung einer immaturen Sertoli-Zelle in eine 
funktionell reife „Ammen“-Zelle“ und Informationen über ihren Reifungsstatus liefern 
veränderte Expressionsmuster von Markergenen. Das Anti-Müller-Hormon (Amh) 
beispielsweise, ist eines der frühesten Gene, die spezifisch in Sertoli-Zellen während 
der Hodenorganogenese angeschaltet werden. Die Synthese des Anti-Müller-Hormons 
bleibt von diesem Entwicklungszeitpunkt an in der immaturen Sertoli-Zelle bis zur 
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Pubertät bestehen (Tran et al., 1977; Rajpert-De Meyts et al., 1999). Ein weiterer 
Marker für immature Sertoli-Zellen ist durch Cytokeratin 18 gegeben (Steger et al., 
1996). Während die Expression des Androgen-Rezeptors kurz vor der terminalen 
Differenzierung einer Sertoli-Zelle beginnt und sich dann in den reifen Zellen des 
adulten Hodens fortsetzt (Bremner et al., 1994), stellen p27Kip1 und Transferrin 
Marker terminal differenzierter Sertoli-Zellen dar (Morales et al., 1987; Norton und 
Skinner, 1989; Beumer et al., 1999). 
Allerdings sind die molekularen Mechanismen, die im postnatalen Hoden ein 
Einstellen der Sertoli-Zell-Proliferation bewirken, die terminale Differenzierung der 
Sertoli-Zelle initiieren und stabil aufrechterhalten weitestgehend unbekannt. 
 
1.2.2 Mögliche Auswirkungen einer beeinträchtigten Sertoli-Zell-
Differenzierung auf die Spermatogenese 
Es wird vermutet, dass beim Menschen einige Funktionsstörungen der 
Spermatogenese auf eine veränderte Sertoli-Zell-Proliferation und/oder eine 
beeinträchtigte Differenzierung dieser Zellen zurückzuführen sind. Es ist anzunehmen, 
dass das Ausbleiben einer funktionellen Reifung der Sertoli-Zelle Einfluss auf ihre 
Fähigkeit nimmt, das Überleben der Keimzellen im postnatalen Hoden zu sichern und 
die Keimzellentwicklung zu unterstützen (Sharpe et al., 2003). 
In Präparaten pathologischer humaner Hoden, die eine beeinträchtigte 
Spermatogenese aufweisen, sind häufig Sertoli-Zellen mit immaturen Eigenschaften 
nachweisbar. Diese Charakteristika schließen sowohl morphologische Veränderungen 
als auch für eine adulte Sertoli-Zelle anomale Expression von Markergenen ein 
(Terada und Hatakeyama, 1991; Steger et al., 1999). 
Eine Arbeitsgruppe um Steger untersuchte Hodenbiopsate infertiler Patienten mit 
Oligozoospermie (Hoden mit verminderter Spermienzahl), die innerhalb eines Hodens 
Tubuli mit unterschiedlich stark beeinträchtigter Spermatogenese aufwiesen. Dieses 
Phänomen wird als gemischte Atrophie bezeichnet. An diesen Biopsaten wurde der 
Reifungsstatus von Sertoli-Zellen mit Hilfe von Markerproteinen charakterisiert. 
Dabei konnte festgestellt werden, dass Sertoli-Zellen in Tubuli mit 
Keimzellreifungsarrest auf der Stufe der Spermatogonien sowie Sertoli-Zellen in 
Tubuli mit dem sogenannten „Sertoli cell only“ (SCO) Syndrom (also ohne 
Keimzellen), sich als positiv für das Anti-Müller-Hormon und/oder Cytokeratin 18 
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herausstellten. Bei beiden Proteinen handelt es sich um für eine immature Sertoli-
Zelle charakteristische Marker (Steger et al., 1996). Ähnliche Resultate konnten an 
Hodenbiopsaten von Patienten mit Azoospermie, was das Fehlen reifer Spermien 
bezeichnet, erzielt werden (Maymon et al., 2002). 
Auch anhand bestimmter Mausmodelle lässt sich eine Korrelation zwischen einer 
anomalen Differenzierung von Sertoli-Zellen und einer beeinträchtigten 
Spermatogenese feststellen. Beispielsweise konnte gezeigt werden, dass hypogonadale 
Mäuse mit einer Deletion in dem für das Gonadotropin-freisetzende Hormon (GnRH) 
codierenden Gen (Mason et al., 1986) Sertoli-Zellen mit einem Reifungsdefekt 
aufweisen. Dieser Defekt äußert sich in einer unvollständigen Ausbildung der „Tight 
Junctions“ zwischen benachbarten Sertoli-Zellen. Es wurde postuliert, dass diese 
„Ammen“-Zellen nicht in der Lage sind, die Spermatogenese zu unterstützen, was 
letztendlich in einem Arrest auf der Stufe der Spermatogonien resultiert (Myers et al., 
2005). 
Einen anderen Sertoli-Zell-spezifischen Reifungsarrest, welcher mit einem 
vollständigen Verlust der Keimzellen einhergeht, konnte eine Arbeitsgruppe um 
Raymond beschreiben. Es wurde beobachtet, dass Sertoli-Zellen im Hoden von 
konstitutiven Dmrt1 „knock out“ Mäusen nicht terminal differenzieren, sondern über 
die Dauer der Teilungssphase in Kontrollmäusen hinaus proliferativ aktiv bleiben. 
Zusätzlich lassen diverse morphologische Kriterien auf einen immaturen Charakter 
der Sertoli-Zellen im Keimzell-freien Hoden dieser Tiere schließen. Die Autoren 
konnten allerdings nicht eindeutig nachweisen, dass der Keimzellverlust 
ausschließlich auf den Reifungsgrad der Sertoli-Zellen zurückzuführen ist, da Dmrt1 
sowohl in Keimzellen als auch in Sertoli-Zellen exprimiert wird (Raymond et al., 
2000). 
 
1.3 Der Zinkfingertranskriptionsfaktor „Krüppel-like 
factor 4” 
 
Der „Krüppel-like factor 4“ (Klf4), früher auch als „gut-enriched Krüppel-like factor“ 
(Gklf) oder epitheliales Zinkfingerprotein (EZF) bezeichnet, gehört zur Familie der 
Sp1-artigen Proteine/„Krüppel-like“ Transkriptionsfaktoren (Garrett-Sinha et al., 
1996; Shields et al., 1996). Allen Mitgliedern dieser Familie ist eine DNA-bindende 
Einleitung 
12 
Domäne gemein, die aus drei Krüppel-artigen Zinkfingern besteht und am C-
Terminus des jeweiligen Proteins lokalisiert ist (Turner und Crossley, 1999). Dieser 
Typ Zinkfinger wurde als ein Charakteristikum des während der 
Embryonalentwicklung von Drosophila melanogaster exprimierten 
Transkriptionsfaktors „Krüppel“ beschrieben. „Krüppel“ agiert als ein sogenanntes 
Lücken-Gen („gap gene“), welches an der Segmentierung des frühen Drosophila 
Embryos beteiligt ist. „Krüppel“-defiziente Fliegen haben aufgrund fehlender Thorax- 
und anteriorer Abdominalstrukturen ein „verkrüppeltes“ Erscheinungsbild, welches 
namensgebend für diesen Transkriptionsfaktor war (Nusslein-Volhard und Wieschaus, 
1980). 
Jeder dieser drei „Krüppel“-artigen Zinkfinger komplexiert ein Zink-Ion mit zwei 
Cystein- und zwei Histidinresten. Getrennt werden die Cys2His2-Zinkfinger jeweils 
durch einen Abstandhalter definierter Sequenz (Kadonaga et al., 1987). Die 
Kernsequenzen der Zinkfingerregion – insbesondere die Aminosäuren, die das Zink-
Ion koordinieren oder Kontakt zur DNA aufnehmen – sind unter den Mitgliedern 
dieser Familie stark konserviert (Turner und Crossley, 1999; Kaczynski et al., 2003). 
Die Bindung eines „Krüppel“-artigen Zinkfingers an die DNA erfolgt jeweils über 
drei Basenpaare, so dass ein allgemeines Bindemotiv die Form CCN CNC CCN (C = 
Cytosin, N = beliebige Base) annimmt. Dieses Sequenzmotiv findet sich 
beispielsweise in GC-reichen Elementen oder CACCC-Boxen wieder (Klevit, 1991). 
In vitro Studien haben die Funktionalität eines solchen DNA-Bindemotivs für Klf4 
bestätigt (Garrett-Sinha et al., 1996; Shields und Yang, 1998). Im Gegensatz zum C-
Terminus differieren die aminoterminalen Regionen der Mitglieder der Sp1-artigen 
Proteine/„Krüppel-like“ Transkriptionsfaktoren stark und verleihen dem einzelnen 
Protein somit Spezifität. Klf4 weist neben der konservierten Zinkfingerregion eine 
diesem Transkriptionsfaktor eigene Zusammenstellung bekannter Domänen auf: eine 
SH3-Proteininteraktionsdomäne, eine PEST-Domäne, die die Halbwertszeit des 
Proteins bestimmt sowie eine Prolin-Serin-reiche Region, die als 
Transaktivierungsdomäne fungieren könnte (Shields et al., 1996). 
Sp1-artige Proteine/„Krüppel-like“ Transkriptionsfaktoren sind in vielen Spezies, von 
Drosophila melanogaster über die Maus bis hin zum Menschen, vorzufinden. Es wird 
vermutet, dass sie aus multiplen Genduplikationen hervorgegangen sind. Allerdings 
sind die Mitglieder dieser Familie nicht in sogenannten „Clustern“ organisiert – 
hierbei handelt es sich um eine Gruppe verwandter Gene, die benachbart auf einem 
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Chromosom lokalisiert sind, wie es z.B. bei Hox-Genen der Fall ist (Hart et al., 1985; 
Rabin et al., 1985) – sondern über das gesamte Genom verstreut. Die 
Transkriptionsfaktoren dieser Familie sind in Zelldifferenzierungsprozesse involviert, 
nehmen Einfluss auf das Zellwachstum und/oder können an der Regulation der 
Proliferation von Zellen beteiligt sein (Kaczynski et al., 2003). 
 
1.3.1 Eigenschaften und Funktionen des „Krüppel-like factor 4“ 
„Krüppel-like factor 4“ wurde als ein auf Chromosom vier der Maus lokalisiertes Gen 
beschrieben, welches aus vier Exons besteht (Mahatan et al., 1999). Es umfasst einen 
codierenden Bereich von 1449 bp, zu dem alle Exons beitragen. „Krüppel-like factor 
4“ ist bei der Maus als ein Faktor identifiziert und charakterisiert worden, der 
vornehmlich in epithelialen Zellen der Haut, des Darms, des Magens, der Zunge und 
des Oesophagus angereichert ist sowie in Lunge und Hoden exprimiert wird. Es wurde 
postuliert, dass Klf4 eine Funktion während der terminalen Differenzierung von 
Epithelzellen dieser Gewebe übernimmt (Garrett-Sinha et al., 1996; Shields et al., 
1996). Shields und Mitarbeiter nahmen zudem an, dass Klf4 als ein negativer 
Regulator der Zellproliferation agieren könnte. Während in kultivierten Fibroblasten 
nur äußerst geringe Mengen an Klf4-mRNA zu detektieren waren, zeigten im 
Wachstumsarrest befindliche Zellen ein starkes Klf4-Signal. Darüber hinaus 
resultierte eine konstitutive Klf4-Expression in transfizierten COS-1-Zellen in einer 
Inhibition der DNA-Synthese (Shields et al., 1996). 
Mausmodelle bestätigten den Einfluss des „Krüppel-like factor 4“ auf die terminale 
Differenzierung von Epithelzellen. Konstitutive Klf4 „knock out“ Mäuse sterben kurz 
nach der Geburt, was auf einen Verlust der Schutzbarrierefunktion der Haut 
zurückzuführen ist und letztendlich ein Austrocknen der Neugeborenen bewirkt. Die 
Keratinocyten sind aufgrund fehlender Klf4-Expression nicht in der Lage, terminal zu 
differenzieren, so dass die oberen Schichten der Epidermis starke morphologische 
Defekte aufweisen und die Ausbildung einer Barriere unmöglich ist (Segre et al., 
1999). Eine ektopische Klf4-Expression in transgenen Mäusen führt hingegen zu einer 
beschleunigten terminalen Differenzierung der Hautepithelzellen, was wiederum in 
einer verfrühten Ausbildung der epidermalen Barriereschicht resultiert (Jaubert et al., 
2003). Neben der Haut spielt dieser Zinkfingertranskriptionsfaktor auch im Darm 
während der terminalen Differenzierung der dort vorzufindenden epithelialen Zellen 
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eine wichtige Rolle. Klf4 „knock out“ Mäuse zeigen eine drastische Reduktion der 
Anzahl an Becherzellen des Colons. Zudem weisen diese Zellen eine anomale 
Morphologie auf. Beide Merkmale lassen vermuten, dass die terminale 
Differenzierung dieser Epithelzellen nicht korrekt verläuft (Katz et al., 2002). In 
einem weiteren, konditionellen „knock out“ Mausmodell konnte gezeigt werden, dass 
der Verlust von Klf4 in den Epithelschichten des Magens mit starken 
morphologischen Veränderungen des gastrischen Epithels einhergeht und zusätzlich 
eine erhöhte Proliferationsrate der Epithelzellen zur Folge hat (Katz et al., 2005). 
In seiner Funktion als Transkriptionsfaktor kann Klf4 Gene, die an 
Differenzierungsprozessen und/oder am Zellzyklusgeschehen beteiligt sind, sowohl 
aktivieren als auch reprimieren. Es ist bekannt, dass „Krüppel-like factor 4“ die 
Genexpression von an Differenzierung beteiligten Faktoren hoch reguliert (Chen et 
al., 2003; Hinnebusch et al., 2004). Betrachtet man Gene, die im Zellzyklusgeschehen 
involviert sind, so werden viele Proliferationsinhibitoren durch Klf4 aktiviert. Solche, 
die die Teilungsaktivität fördern, werden hingegen reprimiert (Chen et al., 2003). 
Nicht nur die Tatsache, dass die Klf4-mRNA-Abundanz nach Serumentzug gesteigert 
ist und eine konstitutive Expression von Klf4 die DNA-Synthese inhibieren kann 
(Shields et al., 1996), sondern auch die Gegebenheit, dass ein durch DNA-Schädigung 
hervorgerufener Wachstumsarrest die Expression von Klf4 induziert (Zhang et al., 
2000; Yoon et al., 2003), liefern Hinweise, dass der Zinkfingertranskriptionsfaktor 
Klf4 an der Zellzyklusregulation beteiligt ist und möglicherweise selbst als 
Tumorsuppressor agieren kann. Der eukaryotische Zellzyklus ist ein hoch 
organisierter Prozess zur Vermehrung einer Zelle. Er ist in vier Phasen, die G1- 
(„gap“ 1), S- (DNA-Synthese), G2- („gap“ 2) und M-Phase (Mitose), unterteilt, wobei 
eine Phase erst dann initiiert werden kann, wenn die vorherige erfolgreich 
abgeschlossen wurde. Der Übergang von einer Zellzyklusphase in die nächste wird an 
sogenannten „check points“ streng kontrolliert. Liegen suboptimale Bedingungen in 
der Zelle vor, wie z.B. nach einer Schädigung der DNA, wird der Zellzyklus an einem 
bestimmten Kontrollpunkt arretiert (Hartwell und Weinert, 1989). Ein von der 
Arbeitsgruppe um Zhang postulierter Mechanismus besagt, dass der nach DNA-
Schädigung aktivierte Tumorsuppressor p53 die Synthese von Klf4 induzieren kann. 
„Krüppel-like factor 4“ ermöglicht anschließend aufgrund einer Interaktion mit p53 
die Expression von p21CIP1. Der Cyclin-abhängige Kinase Inhibitor p21CIP1 kann 
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seinerseits nun einen Arrest des Zellzyklus in der G1-Phase bewirken und somit ein 
Fortschreiten des Zellzyklus verhindern (Zhang et al., 2000). 
Tatsächlich konnte beobachtet werden, dass die Expression von Klf4 in verschiedenen 
humanen Tumoren herunterreguliert ist. Humane Blasentumoren und 
Blasenkrebszelllinien wiesen in einer Studie nur ein äußerst schwaches Klf4-mRNA-
Signal auf, während im normalen Blasenepithel eine starke Klf4-Expression zu 
detektieren war (Ohnishi et al., 2003). Eine drastische Reduktion der Klf4-Expression 
konnte auch in Tumoren des Magens festgestellt werden (Wei et al., 2005). Darüber 
hinaus wurde das Expressionsverhalten des „Krüppel-like factor 4“ im Darm schon 
mehrfach untersucht. Beispielsweise führte eine Überexpression von Klf4 in einer 
humanen Colonkrebszellline zu einer reduzierten Tumorigenizität dieser Zellen (Dang 
et al., 2003). In Tumorgeweben von Patienten mit einem colorectalen Karzinom 
wurde ein vermindertes Niveau der Klf4-mRNA-Expression erfasst (Zhao et al., 
2004). Ein ähnliches Phänomen konnte in einer Maus mit multipler intestinaler 
Neoplasie, der sogenannten „Min“-Maus (min = „multiple intestinal neoplasia“), 
beobachtet werden: während die höchste Klf4-mRNA-Konzentration in nicht 
betroffenen Regionen des Dünndarms zu detektieren war, sank diese in 
pathologischen Bereichen mit zunehmender Größe des Tumors (Dang et al., 2000). 
Im Gegensatz zu diesen Beobachtungen wurden in der Literatur Fälle beschrieben, in 
denen eine erhöhte Klf4-Expression mit der Entstehung von Tumoren korrelierte. 
Anhand von Arbeiten an einem Mausmodell konnte beispielsweise gezeigt werden, 
dass nach Induktion der Klf4-Genexpression in basalen Keratinozyten der Haut eine 
tumorartige Gewebsbildung zu erkennen war, welche morphologische Ähnlichkeiten 
zu einem Plattenepithelkarzinom aufwies (Foster et al., 2005). Bei anderen 
Untersuchungen konnte eine gesteigerte Expression des Transkriptionsfaktors Klf4 in 
Karzinomen des Brustgewebes festgestellt werden (Foster et al., 2000). 
Rowland und Mitarbeiter untersuchten dieses offensichtliche Paradoxon der Rolle von 
Klf4 bei der Tumorentstehung und fanden eine kontextabhängige Rolle des 
Zinkfingertranskriptionsfaktors als Tumorsuppressor oder Onkogen: Klf4 induziert 
die Expression des Cyclin-abhängigen Kinase-Inhibitors p21CIP1, welcher wiederum 
die Zelle daran hindert, im Zellzyklus fortzuschreiten und einen Arrest in der G1-
Phase bewirkt. Bei Abwesenheit von p21 wird die antiproliferative Wirkung von Klf4 
laut Rowland et al. neutralisiert, was in einer Transformation der Zelle zur Tumorzelle 
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resultieren kann (Rowland et al., 2005). Trotz erster Erklärungsversuche ist dieser 
Mechanismus letzten Endes noch wenig verstanden. 
 
Zusammenfassend betrachtet handelt es sich bei „Krüppel-like factor 4“ um einen 
Zinkfingertranskriptionsfaktor, der primär in die terminale Differenzierung von 
Epithelzellen unterschiedlicher Gewebe involviert ist und zudem als ein negativer 
Regulator der Zellproliferation fungieren kann. 
 
1.3.2 Die Expression des Transkriptionsfaktors Klf4 im Hoden 
Das „Krüppel-like factor 4“ Gen wird ebenfalls im Hoden exprimiert. Hamil und Hall 
detektierten bei Untersuchungen der Effekte des Follikel-stimulierenden Hormons 
(FSH) auf eine primäre Ratten-Sertoli-Zell-Kultur eine mRNA, die um den Faktor 50 
heraufreguliert wurde. Das klonierte Fragment der korrespondierenden mRNA wurde 
als „Rattus norvegicus (clone 59) FSH-regulated protein“ bezeichnete. Eine weitere 
Charakterisierung dieser mRNA fand jedoch nicht statt (Hamil und Hall, 1994). 
Später wurde diese cDNA in einem anderen Zusammenhang kloniert und analysiert. 
Das entsprechende Gen des „Krüppel-like factor 4“ konnte ebenfalls identifiziert 
werden (Garrett-Sinha et al., 1996; Shields et al., 1996). Während zunächst nur eine 
Expression im gesamten Hoden festgestellt wurde (Shields et al., 1996), konnten Behr 
und Kaestner mittels in situ Hybridisierung eine äußerst starke Klf4-mRNA-
Expression den runden Spermatiden zuordnen. Northern-Blot-Analysen bestätigten 
dieses Ergebnis und ergaben zusätzlich, dass der „Krüppel-like factor 4“ durch 
mindestens drei Transkriptvarianten im Hoden repräsentiert wurde. Darüber hinaus 
konnte anhand dieser Northern-Blot-Analysen eine Klf4-mRNA-Expression im 
juvenilen Hoden nachgewiesen werden, was mutmaßlich auf eine Klf4-Expression in 
den somatischen Sertoli-Zellen zurückgeführt wurde (Behr und Kaestner, 2002). 
Gestützt wurde diese Vermutung durch die Tatsache, dass „Krüppel-like factor 4“ ein 
durch FSH stark induzierbares Gen in einer primären Sertoli-Zell-Kultur darstellt 
(Hamil und Hall, 1994). 
Die Induktion der Klf4-mRNA-Expression durch FSH wurde mittlerweile bestätigt 
und genauer untersucht: unter Zuhilfenahme der Microarray-Technik konnte eine 
Gruppe um McLean eine stark erhöhte Klf4-Expression nach 2-stündiger FSH-
Exposition in einer primären Kultur von Sertoli-Zellen der Ratte feststellen und den 
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Expressionsverlauf der Klf4-mRNA über einen Zeitraum von 24 Stunden verfolgen 
(McLean et al., 2002). Auch in vivo Studien an infertilen hypogonadalen (hpg) 
Mäusen, welche aufgrund eines funktionsuntüchtigen GnRH-Gens kein endogenes 
FSH und LH produzierten (Cattanach et al., 1977; Mason et al., 1986), zeigten nach 
Gabe von FSH eine erhöhte Expression des „Krüppel-like factor 4“ in Sertoli-Zellen 
(Sadate-Ngatchou et al., 2004). 
 
Zwar konnte die Induktion der Klf4-mRNA-Expression in vivo und in vitro nach FSH-
Stimulation demonstriert werden (Hamil und Hall, 1994; McLean et al., 2002; Sadate-
Ngatchou et al., 2004), jedoch ist die Funktion des Zinkfingertranskriptionsfaktors 
„Krüppel-like factor 4“ in postmeotischen, runden Spermatiden und epithelialen 
Sertoli-Zellen des Hodens bis heute ungeklärt. 
 
1.4 Ziel der Arbeit 
 
Diese Arbeit soll Aufschluss über die Funktion des „Krüppel-like factors 4“ im 
postnatalen Maushoden unter besonderer Berücksichtigung der epithelialen Sertoli-
Zelle geben. Als ein Teilprojekt sollen zunächst die im Hoden exprimierten Klf4-
Transkriptvarianten identifiziert und charakterisiert werden. Mit Hilfe verschiedener 
PCR-Techniken gilt es sowohl 5’- als auch 3’-Enden der im Maushoden exprimierten 
Klf4-Varianten bezüglich eines möglichen Hoden-spezifischen Promotors oder 
Transkriptionsstarts oder alternativ genutzter Polyadenylierungssignale zu 
untersuchen. Eine PCR, die den offenen Leserahmen der bekannten Klf4-mRNA 
umfasst, kann Hinweise auf alternatives Spleißen geben. Eine cDNA-Bibliothek aus 
adultem Maushoden stellt uns das komplette Transkriptom des Hodens bereit. 
Um die Rolle von Klf4 in der Maus-Sertoli-Zelle zu untersuchen, ist es geplant, unter 
Zuhilfenahme des Cre-loxP-Systems eine Sertoli-Zell-spezifische Deletion von Klf4 
in vivo zu erzeugen. Für dieses Vorhaben stehen uns zwei Mauslinien zur Verfügung, 
die miteinander verpaart werden sollen. Hierbei handelt es sich um Tiere, die die Cre-
Rekombinase unter der Kontrolle des Anti-Müller-Hormon-Promotors exprimieren, 
welcher in männlichen Tieren ausschließlich von Sertoli-Zellen genutzt wird 
(Lecureuil et al., 2002). Die andere Mauslinie trägt ein von loxP-Erkennungsstellen 
flankiertes Klf4-Allel (Katz et al., 2002). Nachkommen, die sich als homozygot für 
Einleitung 
18 
das gefloxte Klf4-Allel erweisen und transgen bezüglich der Cre-Rekombinase sind, 
sollen im Hinblick auf mögliche Sertoli-Zell- und Spermatogenesedefekte untersucht 
werden. Es ist geplant, die Mäuse zunächst einem Fertilitätstest zu unterziehen. Die 
Bildung eines Quotienten aus Hodengewicht und Körpergewicht soll zeigen, ob ein 
verändertes Proliferationsverhalten in den Sertoli-Zellen vorliegt. Bestimmungen der 
Konzentrationen der Hormone FSH, Testosteron und T3 im Serum können ebenfalls 
Hinweise auf einen denkbaren Defekt in der Sertoli-Zelle oder eine eventuell 
beeinträchtigte Spermatogenese liefern. Morphologische und histologische 
Untersuchungen des Keimepithels zu unterschiedlichen Zeitpunkten der 
Hodenentwicklung sollen mögliche Gewebeanomalien aufzeigen. Zudem gilt es, den 
Reifungsstatus der Klf4-defizienten Sertoli-Zellen mittels Immunhistochemie anhand 
von Markergenexpression zu bestimmen. Aufschluss über eine möglicherweise 
verändert Genexpression in Hoden mit Klf4-defizienten Sertoli-Zellen sollen 
Microarray-Analysen geben. 
Ein drittes Teilprojekt dieser Arbeit stellt die Untersuchung der Klf4-Expression in 
der TM4-Maus-Sertoli-Zell-Linie dar. Es ist zunächst geplant, die Zellen bezüglich 
ihrer endogenen Klf4-mRNA- und Proteinexpression zu untersuchen. In Anlehnung 
an die FSH-Induzierbarkeit von Klf4 in primären Sertoli-Zell-Kulturen der Ratte soll 
versucht werden, eine Induktion der Klf4-Synthese in TM4-Zellen zu erzielen. Bei 
Gelingen einer solchen Induktion, soll die Kinetik der Klf4 mRNA- und 
Proteinexpression untersucht werden. Des weiteren gilt es herauszufinden, ob ein 
möglicher Einfluss der Induktion der Expression des „Krüppel-like factor 4“ 
Transkriptionsfaktors auf den Zellzyklus der TM4-Zellen besteht. 
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2 Material und Methoden 
 
2.1 Material 
 
2.1.1 Geräte und Zubehör 
Certomat R Orbitalschüttler B. Braun Biotech International, Melsungen,  
 Deutschland 
Dampfsterilisator Varioklav, H + P Labortechnik, Thermo Electron 
 Corporation, Oberschleißheim, Deutschland  
Geldokumentationssystem  Intas Computer PCI-Gel Imager  
 Intas, Göttingen, Deutschland 
Gelelektrophoresesystem  i-Mupid Mini-Gel Elektrophorese Unit  
 Eurogentec, Seraing, Belgien 
 Mini-Protean II Dual Slab Cell 
 Biorad Laboratories, Richmond, USA 
Gewebeeinbettautomat  Shandon Excelsior  
 Thermo Electron Corporation, Cheshire, England 
Ultra-Turrax T 25 basic IKA Werke, Staufen, Deutschland 
Horizontalschüttler  IKA-Vibrax-VXR  
 IKA Labortechnik, Staufen, Deutschland 
Rollinkubator Hybaid Micro4, Heidelberg, Deutschland 
Inkubator  Heraeus CO2 Inkubator  
 Heraeus Instruments, Düsseldorf, Deutschland 
Magnetrührer IKA MAG RCT 
 IKA Labortechnik, Staufen, Deutschland 
Microtom Supercut 2050, Reichert Jung, Nußloch, Deutschland 
Mikroskope Durchlichtmikroskop Leica DME  
 Leica, Bensheim Deutschland 
 Axiovert 25, Zeiss, Jena, Deutschland 
 Axiophot, Zeiss, Jena, Deutschland 
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 Transmissionselektronenmikroskop Zeiss 902 A,  
 Zeiss, Jena, Deutschland 
 Laser Scanning Mikroskop LSM 510 im Verbund mit  
 Axiovert 100 M, Zeiss, Jena, Deutschland 
Paraffinausgießstation Shandon Histocentre 2 
 Thermo Electron Corporation, Cheshire, England 
Photometer UV mini 1240, Shimadzu Corporation, Kyoto, Japan 
 Gene Quant II RNA/DNA Calculator, GE Healthcare  
 Amersham Biosciences, Uppsala, Schweden 
Power Supply Mini Power Pack P20  
 Biometra, Göttingen, Deutschland 
Protein Tank-Blot Apparatur Mini Trans-Blot Cell 
 Biorad Laboratories, Richmond, USA 
Rotatoren Überkopfmischer Rotamix RK 10 VS 
 Heto-Holten, Wettenberg, Deutschland 
 Rollenmischer Spiramix 5, Denley, Sussex, England 
Sicherheitswerkbank Biosafe 2, Ehret, Labor- und Pharmatechnik,  
 Emmendingen, Deutschland 
Speed Vac Servant DNA Speed Vac 110 
 Global Medical Instrumentations, Ramsey, USA 
Streckbad-Platte-Kombination Medax, Kiel, Deutschland 
Thermocycler T3 Thermocycler, Biometra, Göttingen, Deutschland 
Thermoblock  Thermostat plus  
 Eppendorf, Hamburg, Deutschland 
Thermomischer Thermomixer comfort  
 Eppendorf, Hamburg, Deutschland 
Ultracut E Reichert Jung, Nußloch, Deutschland 
Vortexer VF2, IKA Labortechnik, Staufen, Deutschland 
Waagen Präzisionswaage Kern 510, Kern & Sohn,  
 Balingen-Frommern, Deutschland  
 Feinwaage Precisia 405 M – 200 A 
 PAG Oerlikon, Zürich, Schweiz 
Wärmeschrank WTB Binder Labortechnik, Tuttlingen, Deutschland 
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Wasserbäder GFL 1092 und GFL 1002-1013, Gesellschaft für  
 Labortechnik, Burgwedel, Deutschland 
Zentrifugen Eppendorf Centrifuge 5415 D 
 Eppendorf, Hamburg, Deutschland 
 Sigma 2K15 Kühlzentrifuge  
 Sigma Laborzentrifugen, Osterode Deutschland 
 Universal 16R, Hettich, Bäch, Schweiz 
 Heraeus Sepatech Megafuge 1.0 
 Heraeus Instruments, Düsseldorf, Deutschland 
 
2.1.2 Verbrauchsmaterialien 
Gel-Blotting Papier Schleicher & Schuell, Dassel, Deutschland 
Gene Screen Plus Hybridisierung Transfer Membran  
 Perkin Elmer Life Science, Boston, USA 
Hybond-ECL  Nitrocellulose Membran, GE Healthcare  
 Amersham Biosciences, Uppsala, Schweden 
Hybond-XL  Nitrocellulose Membran, GE Healthcare  
 Amersham Biosciences, Uppsala, Schweden 
Kodak Biomax  Expositionskassette, XAR-Film, MS-Film,  
 Intensifying Screen, Kodak, Stuttgart, Deutschland 
pH-Indikatorstäbchen Alkalit, Neutralit, Acilit  
 Merck, Darmstadt, Deutschland 
Superfrost-Objektträger Novaglas, Bern, Schweiz 
 
Soweit nicht anders angegeben, wurden sämtliche benötigten Verbrauchsmaterialen 
über folgende Firmen bezogen:  
NUNC, Wiesbaden; Greiner Bio-One, Essen; Eppendorf, Hamburg; Carl Roth, 
Karlsruhe; Biozym Scientific, Hess. Oldendorf; Oehmen Labortechnik, Essen; VWR 
International, Darmstadt; Engelbrecht Medizin & Labortechnik, Edermünde. 
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2.1.3 Chemikalien 
Soweit nicht anders angegeben, wurden Chemikalien folgender Firmen verwendet: 
Becton Dickinson and Company, Sparks, USA; Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland; 
Fluka Riedel-de Haen (Sigma-Aldrich Family); Merck Biosciences (ehemals 
Calbiochem-Novabiochem), Bad Soden, Deutschland; Peqlab Biotechnologie, 
Erlangen, Deutschland; Serva Elektrophoresis, Heidelberg, Deutschland; Sigma-
Aldrich Chemie GmbH, München, Deutschland. 
 
Blotting Grade Blocker  Biorad Laboratories, Richmond, USA  
Dako Antibody Diluent Dako, Hamburg, Deutschland 
ExpressHyb  BD Bioscience Clontech 
H-89  Biosource, Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland 
(N-[2-p-Bromocinnamylamino]ethyl) 
-5-isoquinoline-sulfonamide *2HCl 
Shandon Hämatoxilin Thermo Electron Corporation, Cheshire, England 
Histoclear, Xylen Ersatz Thermo Electron Corporation, Cheshire, England 
Histomount Thermo Electron Corporation, Cheshire, England 
Forskolin Sigma.Aldrich, München, Deutschland 
Osmium Polysciences Europe, Eppelheim, Deutschland 
[α32P]-dCTP Hartmann Analytic, Braunschweig, Deutschland 
Poly/Bed (812) (Epon) Polysciences Europe, Eppelheim, Deutschland 
Ponceau S Red Färbelösung Sigma.Aldrich, München, Deutschland 
SeaKem LE Agarose Cambrex, Rockland, USA 
 
2.1.4 Puffer und Lösungen 
Alle Puffer und Lösungen wurden mit A. bidest angesetzt und ggf. autoklaviert oder 
sterilfiltriert. Für die Arbeiten mit RNA wurde RNAse-freies DEPC-behandeltes 
(DEPC = Diethylpyrocarbonat) H2O verwendet. 
 
Bouin-Fixierungslösung 15 ml Pikrinsäure (gesättigt, wässrig)  
 5 ml 37 % Formalin  
 1 ml Eisessig  
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DEPC-H2O 0,1 % (v/v) DEPC  
 ca. 12 h rühren, anschließend autoklavieren  
 
10 x DNA-Probenpuffer 50 % (v/v) Glycerin in ddH20  
 0,1 % (w/v) Bromphenolblau  
 0,1 % (w/v) Xylencyanol  
 
Eosin 0,1 % (w/v) Eosin, wässrig 
 pH 4,5 mit Eisessig einstellen  
  
Epon 21 ml Poly Bed 812 
 13 ml Dodecenyl-Bernsteinsäureanhydrid 
 11 ml Methylnadicanhydrid 
 0,8 ml 2,4,6-Tris-(dimethylaminomethyl)-phenol 
 
Glutaraldehyd-Fixans 2,5 % (v/v) Glutaraldehyd 
 0,1 M Natriumcacodylatpuffer 
 
HCl-Alkohol 980 ml 70 % (v/v) EtOH 
 20 ml 25 % (v/v) HCl 
 
10 x MOPS-Puffer 200 mM 3-Morpholino-1-propansulfonsäure 
 50 mM Natriumacetat 
 10 mM EDTA (pH 8,0) 
 
Moscona-Puffer (pH 7,4) 13,6 mM NaCl 
 4 mM KCl 
 12 mM NaHCO3 
 10 mM D-Glucose 
 0,36 mM NaH2PO4 
 0,18 mM KH2PO4 
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0,2 M Natriumcacodylatpuffer 0,2 M Natriumcacodylat 
 1,623 mM MgSO4 x 7 H2O 
 3,604 CaCl2 
 pH 7,4 mit 1 N HCl einstellen 
 
NB-Waschlösung I 2 x SSC 
 0,05 % SDS 
 
NB-Waschlösung II 0,1 x SSC 
 0,1 % SDS 
 
NB „Stripping“ Puffer 0,1 x SSC 
 1,0 % SDS 
 
NID-Puffer 50 mM KCl 
 10 mM Tris/HCl (pH 8,3) 
 2 mM MgCl2 
 0,1 mg/ml Gelatine 
 0,45 % (v/v) NP40 
 0,45 % (v/v) TWEEN 20 
 
P1 Resuspensionspuffer 50 mM Tris/HCl (pH 8,0) 
 10 mM EDTA 
 100 µg/ml RNase A 
 
P2 Lysispuffer 200 mM Natriumhydroxid 
 1 % SDS (w/v) 
 
P3 Neutralisierungspuffer 3 M Kaliumacetat (pH 5,0)  
 
1 x PBS (pH 7,4) 137 mM NaCl 
 2,7 mM KCl 
 10 mM Na2HPO4 
 2 mM KH2PO4 
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2 x RNA-Probenpuffer 200 µl 10 x MOPS 
 500 µl Formamid 
 140 µl Formaldehyd  
 25 µl Bromphenolblau (1 % (w/v)) 
 10 µl Ethidiumbromid (10 mg/ml) 
 200 µl Glycerin (100 %) 
 25 µl ddH2O 
 
SDS-PAGE Trenngelpuffer 1,5 M Tris/HCl (pH 8,8) 
 0,4 % (w/v) SDS 
 
SDS-PAGE Sammelgelpuffer 0,5 M Tris/HCl (pH 6,6) 
 0,4 % (w/v) SDS 
 
SDS-PAGE 2 x Probenpuffer 100 mM Tris/HCl (pH 6,8) 
 200 mM DTT (kurz vor Gebrauch zugeben) 
 4 % (w/v) SDS 
 0,2 % (w/v) Bromphenolblau 
 20 % (v/v) Glycerin 
 
SB-Prähybridisierungslösung 2 x SSC 
 1 % (w/v) SDS 
 0,5 % (w/v) Magermilchpulver 
 0,075 % Heringssperma, denaturiert  
 
SB-Hybridisierungslösung 2 x SSC 
 1 % (w/v) SDS 
 0,5 % (w/v) Magermilchpulver 
 10 % (w/v) Dextransulfat 
 0,05 % (v/v) Heringssperma, denaturiert 
  
SB-Waschlösung 2 x SSC 
 0,5 % SDS  
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20 x SSC (pH 7,0) 3,0 M NaCl 
 0,3 M Natriumacetat 
 
1 x TAE 40 mM Trisacetat 
 1 mM EDTA (pH 8,0) 
 
10 x Tris EDTA (pH 8,0) 100 mM Tris/HCl (pH 8,0) 
 10 mM EDTA (pH 8,0)  
Tris-Glycin-Elektrophorese- 25 mM Trizma Base 
Puffer 250 mM Glycin 
 0,1 % (w/v) SDS 
 
1 x TBS-Puffer 0,05 M Tris/HCl (pH 7,2 – 7,5) 
 0,15 M NaCl 
 
WB „Stripping” Puffer 100 mM ß-Mercaptoethanol 
 2 % (w/v) SDS 
 62,5 mM Tris/HCl pH 6,7 
 
WB-Blot-Puffer 25 mM Trizma Base  
 200 mM Glycin 
 20 % Methanol 
 
WB-Blockierungspuffer 5 % (w/v) „Blotting Grade Blocker non-fat dry milk“ 
 0,1 % TWEEN 20 (v/v) 
 PBS 
 
2.1.5 Fertigsysteme („Kits“) 
Amersham ECL Plus Western  GE Healthcare Life Sciences, Uppsala, Sweden 
Blotting Detection Reagents 
DNeasy Tissue Kit  Qiagen, Hilden, Deutschland 
LSAB™+ Kit/HRP,  Dako, Hamburg, Deutschland 
Rabbit/Mouse/Goat (DAB+) 
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High Prime Labelling Solution Roche Applied Science, Mannheim, Deutschland 
Micro BCA Protein Assay Kit Perbio Science, Bonn, Deutschland 
MinElute Gel Extraction Kit Qiagen, Hilden, Deutschland 
MinElute PCR Purification Kit Qiagen, Hilden, Deutschland 
Omniscript RT Kit Qiagen, Hilden, Deutschland  
PeqGold TriFast peqLab Biotechnologie, Erlangen, Deutschland 
Plasmid Maxi Kit Qiagen, Hilden, Deutschland 
RNeasy Mini Kit Qiagen, Hilden, Deutschland 
TA Cloning Kit Dual Promoter Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland 
Vectastain Elite ABC Kit Vector Laboratories, Burlingame, USA 
 
2.1.6 Oligonukleotide 
Die Synthesen der in dieser Arbeit eingesetzten Oligonukleotide wurden von der 
Firma MWG Biotech, Ebersberg, Deutschland vorgenommen. Alle Oligonukleotide 
wurden in einem definierten Volumen ddH2O gelöst, so dass eine Stocklösung der 
Konzentration 100 µM zur Verfügung stand. Sämtliche Primersequenzen sind in 
Tab. 7-1 aufgeführt.  
 
2.1.7 Größenstandards 
100 bp DNA Ladder New England Biolabs, Schwalbach, Deutschland 
1 kb DNA Ladder Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland 
1 kb DNA Ladder GeneCraft, Lüdinghausen, Deutschland 
0,24 – 9,5 kb RNA Ladder Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland 
PageRuler,  Fermentas, St. Leon-Rot, Deutschland 
Prestained Protein Ladder 
 
2.1.8 Enzyme 
Soweit nicht anders angegeben wurden Restriktionsendonukleasen der Firma New 
England Biolabs, Schwalbach, Deutschland, verwendet. 
 
AccuTaq LA DNA Polymerase Sigma-Aldrich, München, Deutschland 
BioTherm DNA Polymerase GeneCraft, Lüdinghausen, Deutschland 
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Proteinase K Sigma-Aldrich, München, Deutschland 
RNase A Sigma-Aldrich, München, Deutschland  
RNase-free DNaseI Set Qiagen, Hilden, Deutschland 
RNase Inhibitor  GeneCraft, Lüdinghausen, Deutschland 
T4 DNA Ligase high conc. Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland 
 
2.1.9 Antikörper 
 
Tab. 2-1. Verwendete Antikörper. 
 
Name Eigenschaften Firma Verwendung 
antiActin (A2066) pk AK aus Kaninchen 
Sigma Aldrich,  
München, Deutschland 
1 : 2000 WB 
AR (N-20) pk AK aus Kaninchen 
Santa Cruz Biotechnology,  
Heidelberg, Deutschland 
1: 800 IHC 
MIS (C-20) pk AK aus Ziege 
Santa Cruz Biotechnology,  
Heidelberg, Deutschland 
1 : 1000 IHC 
cleaved Caspase 3 mk AK aus Kaninchen 
Cell Signaling Technology,  
Danvers, USA 
1 : 100 IHC 
Gklf (H180) pk AK aus Kaninchen 
Santa Cruz Biotechnology,  
Heidelberg, Deutschland 
1 : 800 IHC 
1 : 4000 WB 
p27Kip1 mk AK aus Maus*  
Novocastra  
Menarini Diagnostics, Deutschland 
1 : 40 IHC 
goat-anti-rabbit 
IgG-HRP 
sek. AK 
Santa Cruz Biotechnology,  
Heidelberg, Deutschland 
1 : 20000 WB 
 
pk = polyklonal; mk = monoklonal; AK = Antikörper; sek. = sekundär; HRP = „horse raddish 
peroxidase“, Meerrettich-Peroxidase; IHC = Immunhistochemie; WB = Western-Blot; *da AK aus der 
Maus stammte und auf Mausgewebe eingesetzt wurde, wurde dieser zuvor 15 min bei RT mit 1/10 Vol. 
Mausserum inkubiert, um unspezifische Bindestellen abzusättigen. 
 
2.1.10 Vektoren  
pCRII Vector, Dual Promoter Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland  
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2.1.11 Zelllinien 
Die TM4-Maus-Sertoli-Zell-Linie (Mather, 1980) wurde uns freundlicherweise von 
Herrn Dr. Thomas Walther zur Verfügung gestellt.  
2.1.12 Bakterienstämme 
TOP10F’ E.coli Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland  
 
2.1.13 Kulturmedien 
LB-Medium (pH 7,2) 10 g/l Trypton-Pepton 
 5 g/l Hefe-Extrakt 
 10 g/l NaCl 
 
LB-Agar (pH 7,2) 10 g/l Trypton Pepton 
 5 g/l Hefe-Extrakt 
 10 g/l NaCl 
 15 g/l Agar 
 
SOC-Medium 2 % (w/v) Trypton  
 0.5 % (w/v) Yeast Extract 
 10 mM NaCl 
 2.5 mM KCl 
 10 mM MgCl2 
 10 mM MgSO4 
 20 mM glucose (Dextrose) 
 
DMEM 4500 mg/l D-Glucose, mit L-Glutamin,  
 ohne Natriumpyruvat 
 Invitrogen, Karslruhe, Deutschland 
 
FCS fötales Kälberserum 
 Invitrogen, Karslruhe, Deutschland 
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HAM’s F12 Medium mit L-Glutamin 
 Biochrom, Berlin, Deutschland 
 
1 M HEPES-Puffer Promocell, Heidelberg, Deutschland 
  
Penicillin/Streptomycin Invitrogen, Karslruhe, Deutschland 
 
1 x Trypsin-EDTA Invitrogen, Karslruhe, Deutschland 
 
TM4-Wachstumsmedium 46 % (v/v) DMEM 
 46 % (v/v) HAM’s F12 
 6,5 % (v/v) FCS 
 15 mM HEPES-Puffer 
 25.000 U Penicillin/500 ml 
 25 mg Streptomycin/500 ml 
 
2.1.14 Software 
Für die Datenverarbeitung wurden die gängigen Microsoft-Programme des Office-
Pakets sowie Adobe-Grafikprogramme verwendet. Des weiteren wurden das 
Sequenzanalyse-Programm „Sequencher“ der Firma Gene Codes (Ann Arbor, USA) 
sowie das Bibliographieprogramm „Endnote“ der Firma Thomson Research Soft 
(Carlsbad, USA) eingesetzt. Für alle Arbeiten mit Auswertungs-Software wurden die 
vom Hersteller verwendeten Software-Pakete benutzt. 
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2.1.15 Datenbanken 
 
Tab. 2-2. Verwendete Datenbanken. 
 
Name Internetadresse Anwendung 
BLAST http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/ Sequenzvergleich  
 http://www.ensembl.org/Multi/blastview  
Ensembl http://www.ensembl.org/ Sequenzinformationen 
Expasy http://www.expasy.org/ Proteininformation 
GNF SymAtlas http://symatlas.gnf.org/SymAtlas/ Genexpressionsdaten 
LGC Promochem www.lgspromochem-atcc.com 
Informationen zur  
TM4-Zell-Linie 
MGI http://www.informatics.jax.org/ Mausgenominformationen
Multalin http://prodes.toulouse.inra.fr/multalin/multalin.html Sequenzvergleich 
NCBI 
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/  
National Centre for Biotechnology Information 
Sequenzinformationen, 
Sequenzvergleiche, 
Literatur 
NebCutter http://tools.neb.com/NEBcutter2/index.php Restriktionsanalyse 
Netaffx https://www.affymetrix.com/analysis/netaffx/ Sequenzinformation 
UCSC Genome 
Bioinformatics 
http://genome.ucsc.edu/ Sequenzinformation 
UTResource http://www.ba.itb.cnr.it/UTR/ Motivsuche im 3’UTR 
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2.2 Methoden 
 
2.2.1 Molekularbiologische Methoden 
2.2.1.1 Isolierung von Nukleinsäuren 
2.2.1.1.1 Isolierung genomischer DNA  
Die Isolierung von genomischer DNA aus Mausgeweben, die nach der Entnahme 
zunächst in Stickstoff gegeben und anschließend bei -80°C gelagert wurden, erfolgte 
mit Hilfe des „DNeasy Tissue Kits“ der Firma Qiagen nach Anleitung des Herstellers. 
2.2.1.1.2 Isolierung von Plasmid-DNA aus Bakterienzellen (Birnboim und Doly, 
1979) 
Zur schnellen Präparation kleinerer Mengen Plasmid-DNA wurden 4 ml LB-Medium, 
das 100 µg/ml Ampicillin enthielt, mit einer gewünschten Bakterienkolonie angeimpft 
und für 16 h bei 37°C in einem Orbitalschüttler (180 UpM) inkubiert. Die 
Bakterienzellen wurden anschließend in ein 2 ml Eppendorf-Reaktionsgefäß 
überführt, sedimentiert (20 min, 800 rpm, 4°C, Sigma 2K15 Kühlzentrifuge) und in 
200 µl P1 Resuspensionspuffer aufgenommen. Eine Lyse der Bakterienzellen wurde 
durch die Zugabe von 200 µl P2 Lysispuffer und mehrmaliges Schwenken des 
Reaktionsgefäßes erzielt. Nach 5-minütiger Inkubation bei RT wurde die Reaktion 
durch 200 µl Neutralisierungspuffer gestoppt, der Ansatz 15 min auf Eis inkubiert und 
anschließend zentrifugiert (10 min, 12000 rpm, 4°C, Sigma 2K15 Kühlzentrifuge), um 
Zelltrümmer sowie chromosomale DNA zu entfernen. Der Überstand wurde 
vorsichtig abgenommen, in ein neues Gefäß transferiert und die Plasmid-DNA durch 
Zugabe von 0,7 Volumenanteil Isopropanol für mindestens 1 h bei -80°C gefällt. 
Durch Zentrifugation (45 min, 12000 rpm, 4°C, Sigma 2K15 Kühlzentrifuge) wurde 
die DNA pelletiert und im Anschluss zweimal mit 500 µl 70 % EtOH gewaschen. 
Nach dem Lufttrocknen wurde das Pellet in 25 µl TE-Puffer gelöst.  
 
Zur Präparation größerer Mengen Plasmid-DNA wurde das Qiagen „Plasmid Maxi 
Kit“ eingesetzt. Zunächst wurde eine Vorkultur (4 ml LB-Medium mit 100 µg/ml 
Ampicillin) mit einer adäquaten Menge des entsprechenden Glycerinstocks 
(Pipettenspitze) angeimpft und für 8 h bei 37°C kultiviert. Anschließend wurden 
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100 ml LB-Medium, welches 100 µg/ml Ampicillin enthielt, mit 10 µl der Vorkultur 
angeimpft und für 16 h bei 37°C auf einem Orbitalschüttler (180 UpM) inkubiert. Die 
Plasmid-DNA aus den pelletierten Bakterien (20 min, 800 rpm, 4°C, Universal 16R) 
wurde entsprechend des Hersteller-Protokolls isoliert und in 500 µl TE-Puffer 
resuspendiert. Ausbeute und Reinheit der Präparation wurden photometrisch 
bestimmt. 
 
2.2.1.2 Isolierung von Gesamt-RNA und Proteinen mittels „peqGold TriFast“ 
Die Isolierung von Gesamt-RNA sowie Proteinen aus TM4-Zellen und Mausgeweben 
wurde mit Hilfe des „peqGold TriFast“ Systems der Firma peqLab nach Anleitung des 
Herstellers durchgeführt. Es ermöglichte die gleichzeitige Extraktion von RNA, DNA 
und Proteinen. Das „peqGold TriFast“ System enthielt Phenol und 
Guanidinisothiocyanat in einphasiger Lösung. Nach der Zugabe von Chloroform und 
anschließender Zentrifugation trennte sich das Homogenat in drei Phasen auf: die 
obere, wässrige Phase beinhaltete RNA, in der Interphase sowie der unteren, 
organischen Phase befand sich DNA, während Proteine ebenfalls in der organischen 
Phenolphase vorzufinden waren.  
Um RNA und Proteine aus TM4-Zellen zu isolieren, wurde zunächst das Medium 
entfernt und 1 ml „TriFast“ (pro Kulturschale mit d = 10 cm) zugegeben.  
Zur Extraktion von RNA und Proteinen aus Mausgeweben wurden diese nach der 
Präparation zunächst in flüssigen Stickstoff gegeben und anschließend bei -80°C 
gelagert. Pro 100 mg Gewebe wurde 1 ml „TriFast“ eingesetzt. Die Zerkleinerung des 
Gewebes erfolgte mit einem elektrischen Homogenisator.  
Anschließend wurde jeweils nach Herstellerprotokoll weiterverfahren. Nach 
Isolierung der RNA wurde das Pellet luftgetrocknet und in DEPC-H2O gelöst. Die 
RNA-Qualität wurde mit Hilfe eines denaturierenden Formaldehyd-Agarosegel 
überprüft. Die RNA-Konzentration wurde photometrisch bestimmt.  
Die extrahierten Proteine wurden vakuumgetrocknet und in 1 % (w/v) SDS 
aufgenommen. Um ein vollständiges Lösen der Proteinpellets zu erzielen, wurden die 
Proben ca. 1 h bei 60°C im Thermomischer inkubiert. Die Proteinkonzentrationen 
wurden mittels Bicinchoninsäure Assay (BCA Assay) bestimmt. 
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2.2.1.3 Quantifizierung von Nukleinsäuren 
Die Bestimmung des DNA- bzw. RNA-Gehaltes einer Probe erfolgte durch 
Photometrie im „Gene Quant II Photometer“. Die optische Dichte einer Probe wurde 
bei einer Wellenlänge von 260 nm unter Verwendung einer Quarzglasküvette 
bestimmt. Im Falle der DNA-Mengensbestimmung wurde der Leerwert durch 
Messung gegen Aqua bidest festgelegt, bei RNA-Quantifizierung wurde DEPC-
Wasser verwendet. Eine OD260 von 1 entsprach einer DNA-Konzentration von 50 
µg/ml, bzw. einer RNA-Konzentration von 40 µg/ml. 
 
2.2.1.4 Polymerasekettenreaktion (PCR) (Mullis et al., 1986; Saiki et al., 1988) 
Die Polymerasekettenreaktion ist eine Methode zur selektiven, enzymatischen 
Amplifikation eines definierten Nukleinsäureabschnitts, der von bekannten Sequenzen 
flankiert wird. Hierzu werden sogenannte Oligonukleotide (auch als Primer 
bezeichnet; ca. 20 Nukleotide lang) benötigt, die zu jeweils einem der beiden DNA-
Stränge komlementär sind und außerhalb der Ziel-Sequenz im flankierenden DNA-
Bereich hybridisieren. Sie liefern freie 3’OH-Enden, an welche die Taq-Polymerase 
einzelne Nukleotide kovalent anfügen kann. Die zum Matrizen- oder auch 
„Antisense“-Strang komplementären Oligonukleotide werden im Rahmen dieser 
Arbeit als „Sense“-Oligonkleotide bzw. „Sense“-Primer bezeichnet und die zum 
codierenden oder auch „Sense“-Strang komplementären Oligonukleotide entsprechend 
als „Antisense“-Oligonukleotide bzw. „Antisense“-Primer. 
Die PCR startet mit einer einmaligen Hitzebehandlung (4 min, 94°C), durch die eine 
Denaturierung der DNA erzielt werden soll. Dem initialen Denaturierungsschritt 
schließt sich eine Serie von Reaktionen an, welche zyklisch wiederholt werden: ein 
kurzer Denaturierungsschritt, der die neusynthetisierten Stränge von der Matrize löst 
und somit eine spezifische Anlagerung der Primer („Annealing“) an komplementäre 
Bereiche im nachfolgenden Reaktionsschritt ermöglicht. Die Temperatur der 
Primeranlagerung wird durch die Zusammensetzung (GC-Gehalt) und die Länge der 
verwendeten Oligonukleotide bestimmt. Nach dem „Annealing“ der Primer wird die 
Temperatur auf 72°C erhöht. Diese Temperatur entspricht dem Aktivitätsoptimum der 
Taq-Polymerase und erlaubt somit eine effiziente Verlängerung der Primer 
(„Extension“). Die Dauer der Extension ist von der Länge des zu amplifizierenden 
Bereichs und der 5’-3’-Polymerisationsaktivität der Taq-Polymerase abhängig. Bei 
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jedem neuen Zyklus wird die Ziel-DNA verdoppelt, so dass eine exponentielle 
Amplifikation der durch die eingesetzten Oligonukleotide definierten DNA-Sequenz 
stattfindet. Die PCR wird durch einen 10-minütigen Extensionsschritt abgeschlossen, 
um eine Vollendung der Synthesereaktion zu gewährleisten. 
 
Die PCR wurde zur Amplifikation spezifischer cDNA-Sequenzen, zur Überprüfung 
subklonierter PCR-Fragmente sowie zur Genotypisierung transgener Mäuse 
angewandt. Die Menge der in eine PCR eingesetzte Matrize war variable und 
abhängig von der Art der Matrize sowie der Länge des zu amplifizierenden Bereichs. 
Eine PCR-Reaktion mit 30 µl Gesamtvolumen setzte sich aus folgenden 
Komponenten zusammen: 
 
Tab. 2-3. PCR-Reaktionsansatz. 
 
Komponente Volumen Endkonzentration 
Matrize variabel variabel 
10 x PCR-Puffer 3,0 µl 1 x 
dNTPs (10 mM pro dNTP) 1,0 µl je 334 µM 
Primer fw (10 pMol/µl) 0,5 µl 166,67 nM 
Primer rev (10 pMol/µl) 0,5 µl 166,67 nM 
BioTherm DNA-Polymerase (5 U/µl) 0,5 µl 2,5 U 
ddH2O variabel  
Gesamtvolumen 30 µl  
 
 
Die in einer PCR kombinierten Oligonukleotide sind in Tabelle 7-1 aufgeführt, ebenso 
wie die Nukleotidsequenz eines jeden Oligonukleotids. Die Extensionszeit richtete 
sich nach der Länge der zu amplifizierenden Sequenz, wobei in dieser Arbeit 
1000 bp/min kalkuliert wurden. Die Bedingungen für den PCR-Verlauf wurden wie 
folgt gewählt: 
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Tab. 2-4. Standard-PCR-Programm. 
 
Reaktionsschritt Temperatur Zeit Anzahl der Zyklen 
initiale Denaturierung 94°C 4 min 1 
Denaturierung 94°C 40 sec 
Primer-„Annealing“ spezifisch 25 sec 
Primer-„Extension“ 72°C spezifisch 
 maximal insgesamt 35 Zyklen  
finale Primer-„Extension“ 72°C 10 min 1 
Lagerung 4°C  ∞ 
 
 
2.2.1.4.1 RT-PCR: Umschreiben von polyA-mRNA in cDNA mittels Reverser 
Transkriptase und anschließender Amplifikation der Ziel-cDNA 
Die RT-PCR stellt ein Verfahren zur Amplifikation von mRNA dar. Sie ermöglicht 
somit eine Analyse der Genexpression in Geweben oder Zellen und lässt gleichzeitig 
die Semiquantifizierung einer spezifischen RNA zu. Zur Amplifikation von RNA wird 
diese zunächst mit Hilfe der Reversen Transkriptase (RT), hierbei handelt es sich um 
eine RNA-abhängige DNA-Polymerase, in komplementäre DNA, sogenannte cDNA, 
umgeschrieben. Thymidinoligomere (Oligo-(dT) Primer), welchen an den 
Polyadenosin-Schwanz der mRNA hybridisieren, dienen als Ausgangspunkt für die 
Synthesereaktion. Im Anschluss wird die RNA-Komponente des RNA-cDNA-Hybrids 
durch die RNase H degradiert, wobei die Reverse Transkriptase entweder selbst eine 
solche Exoribonukleaseaktivität aufweist oder das Enzym dem Reaktionsansatz nach 
Abschluss der cDNA-Synthese zugefügt wird. Hierdurch wird die Sensitivität der sich 
anschließenden PCR verbessert. Die synthetisierte cDNA dient als Matrize für die 
nachfolgende Polymerasekettenreaktion. 
 
Der RT-Reaktion geht ein DNaseI Verdau voraus, um Kontaminationen durch 
genomische DNA zu entfernen. Hierzu wurden 5 – 10 µg Gesamt-RNA eingesetzt, die 
auf einer „Qiagen RNeasy Säule“ nach Anleitung des Herstelles DNaseI behandelt 
wurden.  
 
Pro Ansatz wurde eine +RT-Reaktion sowie eine –RT-Reaktion durchgeführt. 
Letzterer wurde keine Reverse Transkriptase zugesetzt, um in der sich anschließenden 
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PCR zu überprüfen, ob die DNaseI-Behandlung erfolgreich oder ob der 
Reaktionsansatz durch genomische DNA verunreinigt war. 
Zunächst wurden für den +RT- sowie den -RT-Ansatz jeweils 4 µg RNA einer RNA-
Probe mit RNase-freiem H2O auf ein Volumen von 24 µl gebracht. Anschließend 
wurden die RNA-Proben 5 min bei 65°C denaturiert und für 2 min auf Eis inkubiert. 
Für die +RT wurden 16 µl des Reverse Transkriptase-haltigen Reaktionsansatzes einer 
denaturierten RNA zugefügt und 16 µl des entsprechenden -RT-Ansatzes der anderen 
denaturierten Probe. Es folgte eine 90-minütige Inkubation bei 37°C und eine 
anschließende Hitzeinaktivierung des Enzyms für 5 min bei 93°C.  
Die RT-Reaktionsansätze bestanden aus folgenden Komponenten: 
 
Tab. 2-5. RT-PCR-Reaktionsansätze. 
 
Komponente  + RT  - RT Endkonzentration 
10 x RT Puffer 4,0 µl 4,0 µl 1 x 
dNTPs (5 mM pro dNTP) 4,0 µl 4,0 µl 0,5 mM  
Oligo-(dT) Primer (100 µM) 4,0 µl 4,0 µl 10 µM 
RNase Inhibitor (5 U/µl) 2,0 µl 2,0 µl 10 U 
Omniscript Reverse Transcriptase 2,0 µl –   8 U 
RNase-freies H2O – 2,0 µl  
Gesamtvolumen 16 µl 16 µl  
 
 
2.2.1.4.2 RACE-PCR: „Rapid Amplification of cDNA Ends” Methode zur 
Amplifikation und Klonierung von 5’- und 3’-Enden von cDNAs 
Die RACE-PCR stellt ein Verfahren zur Amplifikation und Analyse von 3’- und 5’- 
Enden von cDNAs dar. Als Ausgangsmaterial diente die Maushoden „Marathon-
Ready cDNA“ der Firma BD Biosciences Clontech (Heidelberg, Deutschland). Die 
„Marathon-Ready cDNA“ repräsentierte die Transkripte eines adulten Maushodens in 
Form doppelsträngiger cDNAs, die sowohl an ihrem 5’- als auch an ihrem 3’-Ende 
mit einem sogenannten Adapter ausgestattet waren. Durch die Kombination eines zur 
Adaptersequenz komplementären Primers (AP1, AP2) und eines genspezifischen 
Primers konnten mittels PCR das 5’-Ende sowie das 3’-Ende der vorhandenen Klf4-
Transkripte amplifiziert werden. Eine Spezifizierung der Reaktion wurde durch die 
Ausführung einer verschachtelten oder „Nested“-PCR erzielt. Zuerst wurde mit dem 
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äußeren Primerpaar (5’RACE-PCR: AP1, mmKlf4-5’RACE-re1; 3’RACE-PCR: AP1, 
mmKlf4-3’RACE-fw1) ein etwas größeres Amplikon synthetisiert. In einer zweiten 
Reaktion wurden durch die Verwendung eines weiter innen gelegenen Primerpaares 
(5’RACE-PCR: AP2, mmKlf4-GSP2-re1; 3’RACE-PCR: AP2, mmKlf4-GSP2-fw1) 
unspezifische Nebenprodukte der ersten Amplifikation ausgeschlossen. Die 
Charakterisierung der Transkripte erfolgte durch Subklonierung der RACE-PCR-
Produkte in den pCRII-Vektor und anschließende Sequenzierung. In einen 50 µl 
Ansatz einer RACE-PCR wurden 0,5 ng „Marathon-Ready cDNA“ und 5 Einheiten 
der BioTherm DNA-Polymerase eingesetzt. Jedes dNTP lag in einer Endkonzentration 
von 200 µM und jeder Primer in einer Endkonzentration von 10 µM. Der PCR-Puffer 
beinhaltete 1,5 mM MgCl2. 
 
Tab. 2-6. RACE-PCR-Programm. 
 
Reaktionsschritt Temperatur Zeit Anzahl der Zyklen 
initiale Denaturierung 94°C 4 min 1 
Denaturierung 94°C 30 sec 
Primer-„Annealing“ spezifisch 30 sec 
Primer-„Extension“ 72°C 4 min 
 insgesamt 35 Zyklen  
finale Primer-„Extension“ 72°C 10 min 1 
Lagerung 4°C  ∞ 
 
 
Die Primer-„Annealing“-Temperatur für die erste Amplifikation der 3’RACE-PCR 
betrug 63°C, während die verschachtelte Reaktion bei einer Temperatur von 65°C 
durchgeführt wurde. In der 5’RACE-PCR erfolgten beide Amplifikationsreaktionen 
bei einer „Annealing“-Temperatur von 60°C. 
 
2.2.1.5 Agarosegelelektrophorese von Nukleinsäuren 
Die Elektrophorese von Nukleinsäuren in Agarosegelen ist ein Verfahren, bei dem die 
Wanderung der negativ geladenen Moleküle in einem elektrischen Feld zu deren 
Trennung ausgenutzt wird. Das Wanderungsverhalten der Nukleinsäuren ist u.a. von 
deren Größe und Molekülstruktur sowie der Agarosekonzentration und der 
Anwesenheit eines interkalierenden Farbstoffs abhängig.  
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Die Elektrophorese wurde in Horizontalkammern bei einer konstanten Spannung von 
50 bis 100 Volt durchgeführt. Aufgrund der Verwendung von Ethidiumbromid, einem 
planaren, Nukleinsäure-interkalierenden Farbstoff, konnte die Visualisierung der 
aufgetrennten Nukleinsäure in UV-Licht erfolgen. Die Dokumentation der Ergebnisse 
wurde mit Hilfe des „Gel Images Systems“ der Firma INTAS durchgeführt. 
Die Auftrennung von Nukleinsäuren in Agarosegelen wurde sowohl zu analytischen 
Zwecken, wie zum Beispiel zur Größenbestimmung und Mengenabschätzung von 
DNA-Fragmenten, zur Charakterisierung von Nukleinsäuren mit Hilfe der Northern- 
und Southern-Blot Techniken sowie zur Überprüfung von Restriktionsspaltungen als 
auch zur Präparation von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen eingesetzt. 
2.2.1.5.1 Gelelektrophorese von DNA 
Die elektrophoretische Auftrennung von DNA-Molekülen erfolgte in Abhängigkeit 
von deren Größe in 0,8 – 2 % (w/v) Agarosegelen, die zuvor mit Ethidiumbromid 
(Endkonzentration 0,1µg/ml) versetzt wurden. Als Gel- und Laufpuffer diente 0,5 x 
TAE. Vor dem Auftragen auf das Gel wurden die Proben in 1 x DNA-Probenpuffer 
aufgenommen. 
2.2.1.5.2 Gelelektrophorese von RNA 
Um zu gewährleisten, dass die Auftrennung von RNA-Molekülen ausschließlich in 
Abhängigkeit ihres Molekulargewichts erfolgte, mussten Sekundärstrukturen und 
Aggregate, die infolge von inter- und intramolekularen Basenpaarungen entstanden 
sind, aufgelöst werden. Dies geschah mit Hilfe eines denaturierenden Formaldehyd-
Agarosegels (1 % (w/v) Agarose und 2,96 % (Endkonzentration) Formaldehyd in 1 x 
MOPS-Puffer). Als Laufpuffer wurde ein Gemisch aus 3-Morpholino-1-
propansulfonsäure (MOPS) und Natriumacetat verwendet. Vor dem Auftragen wurden 
die RNA-Proben 8 min bei 65°C in 2 x RNA-Probenpuffer denaturiert und 
anschließend 2 min auf Eis inkubiert.  
 
2.2.1.6 Aufreinigung von Nukleinsäuren 
2.2.1.6.1 Aufreinigung von PCR-Produkten und Plasmid-DNA 
Die Aufreinigung von PCR-Produkten und Plasmid-DNA, welche zur DNA-
Sequenzierung eingesetzt wurde, erfolgte unter Verwendung des „MinElute PCR 
Purification Kits“ der Firma Qiagen nach Anleitung des Herstellers. 
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2.2.1.6.2 DNA-Extraktion aus Agarosegelen 
Die Extraktion von DNA-Fragmenten aus einem ausgeschnittenem 
Agarosegelblöckchen erfolgte mittels „MiniElute Gel Extraction Kit“ der Firma 
Qiagen nach Anleitung des Herstellers. 
2.2.1.6.3 Aufreinigung von Gesamt-RNA 
Die Aufreinigung sowie Anreicherung von Gesamt-RNA wurde mit dem „RNeasy 
Mini Kit“ der Firma Qiagen nach Anleitung des Herstellers durchgeführt. 
 
2.2.1.7 Ethanolpräzipitation von Nukleinsäuren 
Die Anreicherung von Nukleinsäuren sowie die Abtrennung von Verunreinigungen 
wurden durch eine Ethanolpräzipitation erzielt. Hierzu wurde der Ansatz mit 1/10 
Vol. 3 M Natriumacetat pH 5,2 und 2,5 Vol. Ethanol absolut versetzt und für 30 min 
bei -80°C inkubiert. Die Nukleinsäuren bilden in Gegenwart monovalenter Kationen 
in Ethanol einen unlöslichen Niederschlag, der durch anschließende Zentrifugation 
(30 min, 12000 rpm, 4°C, Sigma 2K15 Kühlzentrifuge) sedimentiert wurde. 
Mitgefälltes Salz wurde durch Waschen mit 70 % (v/v) Ethanol entfernt. Das 
Nukleinsäurepellet wurde luftgetrocknet und in TE-Puffer resuspendiert. 
 
2.2.1.8 Restriktionsanalyse 
Restriktionsendonukleasen binden an spezifische Erkennungsstellen von 
doppeldträngiger DNA und spalten diese hydrolytisch. Die entstehenden 
Restriktionsfragmente haben folglich eine durch die Lage der Spaltstellen definierte 
Länge und können mittels Gelelektrophorese der Größe nach aufgetrennt werden. 
In dieser Arbeit wurden Restriktionsendonukleasen des Typs II eingesetzt, deren 
Spaltstelle innerhalb ihrer Erkennungssequenz liegt. 
2.2.1.8.1 Restriktionsspaltung von Plasmid-DNA 
1 µg der zu analysierenden Plasmid-DNA wurde in einem Restriktionsansatz mit 5 
Einheiten („Units“) einer ausgewählten Restriktionsendonuklease unter definierten 
Puffer- und Temperaturbedingungen (Angaben des Herstellers) für 1 bis 3 h inkubiert 
und anschließend gelelektrophoretisch aufgetrennt. 
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2.2.1.8.2 Restriktionsspaltung von genomischer DNA 
10 µg genomischer DNA wurden mit 50 Einheiten („Units“) des Restriktionsenzyms 
XbaI (5 U/1 µg genomischer DNA) über Nacht bei 37 °C inkubiert. Nach sich 
anschließender elektrophoretischer Auftrennung in einem 0,8 % (w/v) Agarosegel, 
wurden die DNA-Fragmente mittels Southern-Blot-Technik auf eine Nylonmembran 
übertragen. 
 
2.2.1.9 Klonierung von PCR-Produkten  
2.2.1.9.1 Ligation von PCR-Produkten mit dem pCRII-Vektor 
Bei der Ligation eines PCR-Produkts mit dem pCRII-Vektor (Invitrogen) macht man 
sich zunutze, dass die Taq-Polymerase, unabhängig von der Ziel-DNA, zusätzlich ein 
einzelnes Adenosin an das 3’OH-Ende eines PCR-Produkts anfügt. Der linearisierte 
pCRII-Vektor besitzt seinerseits komplementäre, überhängende Thymidinenden, so 
dass die T4-DNA-Ligase die Bildung von Phosphodiesterbindungen zwischen einer 
freien 3’-Hydroxyl-Gruppe und einer freien 5’-Phosphat-Gruppe unter ATP-
Verbrauch katalysieren kann. Ein Ligationsansatz enthielt 25 ng pCRII-Vektor, eine 
äquimolare Menge an PCR-Produkt, 1 µl 10 x Ligationspuffer sowie 1 µl T4-DNA-
Ligase (4 Weiss-Einheiten/µl) und wurde mit einem entsprechenden Volumen sterilen 
Wassers auf 10 µl aufgefüllt. Zur Vervielfältigung der subklonierten PCR-Produkte 
wurden chemisch-kompetente Bakterienzellen mit einem Ligationsansatz 
transformiert. 
2.2.1.9.2 Transformation von TOP F’10 Bakterienzellen 
Ein 50 µl Aliquot chemisch-kompetenter E.coli Top10F’-Bakterienzellen der Firma 
Invitrogen wurden auf Eis aufgetaut und mit 2 bis 4 µl des Ligationsansatzes versetzt. 
Nach 30-minütiger Inkubation auf Eis wurden die Bakterien einer 
Hitzeschockbehandlung (30 sec, 42°C Wasserbad) unterzogen und sofort wieder auf 
Eis gestellt. Im Anschluss wurden 250 µl SOC-Medium zugegeben und die 
Bakteriensuspension für 1 h bei 37°C auf einem Schüttler inkubiert. 20 – 150 µl 
Bakteriensuspension wurden auf LB-Agar-Platten, welche 100 µg/ml Ampicillin 
enthielten, ausplattiert und 14 h bei 37°C inkubiert. Zur Überprüfung, ob ein 
Bakterienklon ein Plasmid mit dem gewünschten Insert enthielt, wurden sowohl eine 
Kolonie-PCR (s. unten) als auch eine Restriktionsanalyse durchgeführt. Zur 
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Kontrollrestriktionsspaltung wurden Bakterienkolonien zunächst in jeweils 4 ml LB-
Medium mit 100 µg/ml Ampicillin angezogen (14 h, 37°C, Schüttelinkubator). Zum 
Erhalt des transformierten Klons wurde ein Aliquot von 1,4 ml Bakteriensuspension 
mit 600 µl sterilem 60 % (v/v) Glycerin versetzt und sofort bei -80°C gelagert. Die 
verbleibenden 2,6 ml der Bakteriensuspension wurden einer Plasmidpräparation und 
einer anschließenden Restriktiosanalyse unterzogen.  
2.2.1.9.3 Kolonie-PCR 
In einer Kolonie-PCR wurde pro Reaktionsansatz eine Bakterienkolonie mit einer 
Pipettenspitze aufgenommen und in ein Reaktionsgefäß überführt. Anschließend 
wurden 30 µl des PCR-„Mastermixes“ hinzugegeben und das Insert mit Vektor-
spezifischen Primern (M13-fw, M13-re) amplifiziert. Die Anlagerungstemperatur der 
Primer betrug 60°C. Die Zeit der Primerextension richtete sich nach der Insertgröße 
(1000 bp/min). 
 
2.2.1.10 DNA-Sequenzierung 
Jeweils 1 µg aufgereinigter Plasmid-DNA wurde mittels „Speed Vac“ 
vakuumgetrocknet und zur Sequenzierung eingesetzt. Die Sequenzierungen wurden 
von der Firma MWG-Biotech (Ebersberg, Deutschland) vorgenommen.  
 
2.2.1.11 Radioaktive Markierung von DNA 
Die Markierung von DNA mit radioaktivem [α32P]-dCTP erfolgte mit Hilfe des „High 
Prime“ Kits der Firma Roche nach Anleitung des Herstellers. Die Methode basiert auf 
der Verwendung von Oligonukleotiden zufälliger Seuquenz, sogenannter „random“ 
Primer, welche an die denaturierten DNA-Einzelstränge hybridisieren und freie 3’OH-
Enden für die Synthesereaktion liefern. Die Synthese des komplementären Strangs 
wird durch die Polymerase des Klenow-Fragments katalysiert.  
Die Markierung der DNA erfolgte aufgrund des Einbaus von [α32P]-dCTP anstelle 
von nicht markiertem dCTP. Nach der Synthesereaktion wurden überschüssige, 
radioaktiv markierte Nukleotide mit Hilfe des „MinElute PCR Purification Kits“ 
(Qiagen) von der Sonde getrennt. 
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2.2.1.12 Northern-Blot-Analyse  
Northern-Blot-Analysen wurden in dieser Arbeit durchgeführt, um die Expression 
eines definierten Gens in verschiedenen Geweben oder Zellen auf Transkriptebene zu 
untersuchen. Hierzu wurde zunächst Gesamt-RNA in einem denaturierenden 
Formaldehyd-Agarosegel aufgetrennt und anschließend durch Kapillarkräfte unter 
Verwendung von 10 x SSC, auf eine positiv geladene „GeneScreen“ Nylon-Membran 
transferiert (16 h, RT). Nach dem Transfer wurde die Membran in 2 x SSC 
geschwenkt und die Gesamt-RNA durch sogenanntes UV-„Crosslinking“ auf der 
Membran immobilisiert (Exposition: 0,12 Joules/cm²). Eine darauffolgende 
einstündige Inkubation bei 80°C diente zur Entfernung von Formaldehydresten. 
Zur Hybridisierung mit einer radioaktiv-markierten cDNA-Sonde wurde die 
Membran, mit der RNA-Seite nach innen, in eine Hybridisierungsröhre gelegt und mit 
5 ml vorgewärmter „ExpressHyb“-Hybridisierungslösung für 2 h bei 68°C in einem 
Rollinkubator präinkubiert. Danach wurde die radioaktiv-markierte DNA-Sonde für 
10 min bei 95°C denaturiert, anschließend für 2 min auf Eis abgekühlt und zu 5 ml, 
ebenfalls vorgewärmter, frischer Hybridisierungslösung gegeben. Die 
Prähybridisierunglösung wurde verworfen und durch die Sonden-haltige 
Hybridisierungslösung ersetzt. Nach ca. 16 h Inkubation bei 68°C wurde die 
Sondenlösung abgenommen und die Membran erst unter nicht strigenten, dann unter 
stringenten Bedingungen gewaschen, um unspezifisch gebundene Sonden zu 
entfernen: 3 x kurz mit DEPC-H2O, 3 x 20 min mit 2 x SSC/0,05 % SDS bei RT, 2 x 
30 min mit 0,1 x SSC/0,1 % SDS bei 55°C im Wasserbad, 1 x kurz mit 2 x SSC. Zur 
Visualisierung des Signals wurde die Membran in Klarsichtfolie eingeschweißt und 
mit einem Röntgenfilm sowie einer Intensivierungsfolie versehen bei -80°C für 1 bis 3 
Tage in einer Filmkassette exponiert. 
2.2.1.12.1 Generierung von Northern-Blot-Sonden 
Um eine Sonde zu generieren, die den offenen Leserahmen der Klf4-mRNA (ORF-
Sonde) repräsentierte, wurde die codierende Region von Maushoden cDNA mittels 
PCR amplifiziert (Gex1-fw und mmKlf4-ORF-re1). Maushoden cDNA diente auch 
zur Generierung der ICER-Sonde als PCR-Matrize. Hier wurden die Primer 
mmICER-fw1 und mmDBD2-ICER-re1 verwendet. Die jeweiligen PCR-Produkte 
wurden in den pCRII-Vektor subkloniert und sequenziert. Nach einer 
Restriktionsspaltung der entsprechenden Plasmid-DNA mit EcoRI und anschließender 
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Gelextraktion wurden ca. 200 ng des jeweiligen Restriktinsfragments radioaktiv 
markiert.  
Zur Herstellung der Sonden PAS-III/IV und PAS-IV wurde ein in den pCRII-Vektor 
subkloniertes 3’RACE-Produkt eingesetzt, welches das vierte 
Polyadenylierungssignal  (PAS-IV) aufwies. Durch eine ApoI-Restriktionsspaltung 
konnte ein 170 bp langes Fragment erhalten werden, welches die PAS-IV-Sonde 
repräsentierte. Durch den Einsatz von zwei Restriktionsendonukleasen, ApoI und KpnI 
wurde ein 260 bp langes Fragment generiert, welches als PAS-III/IV-Sonde eingesetzt 
wurde. Nach anschließender Gelextraktion wurden ca. 100 ng der Fragmente 
radioaktiv markiert. 
2.2.1.12.2 Northern-Blot-Dehybridisierung 
Um einen Northern-Blot erneut mit einer anderen Sonde hybridisieren zu können, 
musste die gebundene Sonde zunächst entfernt werden. Dies erfolgte durch 15-
minütiges Kochen der Membran in 0,1 x SSC/1 % SDS. Anschließend wurde 
abermals ein Röntgenfilm aufgelegt (16 h, -80°C), um zu überprüfen, ob die 
radioaktive Sonde von der Membran entfernt worden war. War dieses Prozedere 
erfolgreich, so konnte der Blot rehybridisiert werden.  
2.2.1.13 Southern-Blot-Analyse (Southern, 1975) 
Das Southern-Blot Verfahren wurde neben der PCR zur Organ-spezifischen 
Genotypisierung der Tiere im Hinblick auf die verschiedenen Klf4 Allele (loxP oder 
ko) genutzt. 
Zunächst wurden 10 µg genomische DNA mit der Restriktionsendonuklease XbaI 
(5 U/1 µg DNA) für 16 h bei 37°C inkubiert. Nach der Auftrennung der Fragmente in 
einem 0,8 % (w/v) Agarosegel, erfolgt eine 20-minütige Depurinierung in 0,25 M 
HCl. Durch die Depurinierung der genomischen DNA sollte beim Blotvorgang eine 
zusätzliche Fragmentierung erzielt und somit die Transfereffizienz gesteigert werden. 
Die Reaktion wurde durch eine Behandlung des Gels für 20 min in 0,4 M NaOH 
abgestoppt. Für den Transfer der DNA auf eine positiv geladene Nylonmembran 
(Hybond-XL, GE Healthcare, Amersham Biosciences) wurde 0,4 M NaOH 
verwendet, so dass eine Denaturierung der DNA in Einzelstränge während des 
Blotvorgangs stattfand. Die Transferdauer betrug 16 h aufgrund des auch hier 
angewandten Kapillarblotverfahrens. Am nächsten Tag wurde die Membran in 2 x 
SSC gewaschen und die DNA ebenfalls durch UV-„Crosslinking“ kovalent an diese 
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gebunden. Die Durchführung der Hybridisierung entsprach der des Northern-Blot 
Verfahrens. Allerdings wurden hier, anstelle der „ExpressHyb“ Lösung, die 
aufgeführten SB-Prä- und SB-Hybridisierungslösungen (jeweils 20 ml) eingesetzt. 
Temperatur und Inkubationsdauer blieben ebenfalls konstant. Nach mehrfachem 
waschen der Membran wurde diese in Klarsichtfolie eingeschweißt und einer 
Autoradiographie unterzogen. 
2.2.1.13.1 Generierung der Klf4-spezifischen Southern-Blot-Sonde 
Zur Generierung einer Klf4 spezifischen Sonde, wurde ein vor dem 
Transkriptionsstart lokalisiertes, genomisches Fragment mit Hilfe der AccuTaq LA 
DNA Polymerase (Sigma-Adlrich, München) amplifiziert. Als Matrize diente 
genomische DNA der Maus, die u.a. aus Schwanzbiopsien isoliert wurde. Für diese 
PCR wurden die Primer mmKlf4-SB-fw1 und mmKlf4-SB-re1 eingesetzt. Folgende 
PCR-Bedingungen galten: 1 x 94°C für 2 min; 35 x 94°C für 30 sec, 61°C für 25 sec, 
68°C für 2 min; 1 x 68°C für 10 min. Die PCR-Produkte wurden in den pCRII-Vektor 
subkloniert. Im Anschluss erfolgte eine Restriktion mit EcoRI und PstI. Ein 669 bp 
Fragment, welches außerhalb des ursprünglichen „Targeting“-Konstrukts lokalisiert 
war, wurde aus dem Gel extrahiert und als Sonde eingesetzt. Nach ihrer 
Hybridisierung mit XbaI behandelterer, genomischer DNA, konnten durch die Sonde 
ein das „gefloxte“ Klf4-Allel repräsentierendes 6,9 kb Fragment sowie ein 4,8 kb 
Fragment detektiert werden, welches dem Klf4 „knock out“ Allel entsprach.  
 
2.2.1.14 DNA-Microarray Analysen 
Die DNA-Microarray Technik bietet die Möglichkeit, mehrere tausend exprimierte 
Gene eines Gewebes oder spezifischer Zellen simultan darzustellen und zu 
analysieren. 
In dieser Arbeit sollten mit Hilfe der DNA-Mikroarray-Technik die Unterschiede der 
Transkriptionsmuster im Hoden von Sertoli-Zell-spezifischen Klf4 „knock out“ 
Mäusen im Vergleich zu Kontrollmäusen herausgestellt werden. Zur Untersuchung 
der differentiellen Genexpression in diesen unterschiedlichen Maushoden wurde der 
„Mouse Genome 430 2.0 Array“ der Firma Affymetrix (High Wycombe, England) 
eingesetzt. Die DNA-Microarray-Analysen wurden vom Chiplabor des 
Universitätsklinikums Essen unter der Leitung von PD Dr. Ludger Klein-Hitpass 
durchgeführt.  
Material und Methoden  
46 
2.2.1.14.1 Probenaufarbeitung 
Nach sorgfältigem Entfernen des Nebenhodens und des Fettgewebes von Hoden 
Sertoli-Zell-spezifischer Klf4 „knock out“ Mäuse und von Hoden entsprechender 
Kontrolltiere wurden diese in flüssigem Stickstoff schockgefroren und anschliessend 
bis zur Homogenisierung bei -80°C gelagert. Die Homogenisierung der Hoden und 
die Extraktion der Gesamt-RNA erfolgten mittels „TriFast“. Das RNA-Pellet wurde 
zweimal mit 70 % EtOH gewaschen und anschließend in RNase-freiem ddH2O gelöst. 
Zur Überprüfung der RNA-Qualität wurde 1µl der Lösung auf ein denaturierendes 
Formaldehyd-haltiges 1 % (w/v) Agarosegel aufgetragen. Anschließend wurden 
100 µg Gesamt-RNA mit Hilfe des „RNeasy Mini Kits“ der Firma Qiagen 
aufgereinigt und einer DNaseI-Behandlung unterzogen. Die RNA-Konzentration 
wurde abermals photometrisch bestimmt und die Proben durch Verdünnung mit 
RNase-freiem H2O oder Einengung des Volumens mittels „Speed Vac“ auf eine 
Konzentration von 1,5 µg/µl eingestellt. Ein 15 µl Aliqout wurde für die Microarray-
Analyse bereitgestellt. 
2.2.1.14.2 Absolute („single array analysis“) und vergleichende Analysen 
(„comparison analysis“)  
Nach der Isolierung der Gesamt-RNA aus Maushoden und der Entfernung der 
genomischen DNA mittels einer DNaseI-Behandlung, wurde die mRNA zunächst in 
cDNA, dann in cRNA umgeschrieben, aufgereinigt, mit Fluoreszenzfarbstoffen 
markiert und zur Hybridisierung auf einen Chip gegeben. (Das Umschreiben der 
mRNA in cDNA und cRNA, die Markierung mit Fluoreszenzfarbstoffen sowie die 
Hybridisierungsreaktionen wurden im Chip-Labor von PD Dr. Ludger Klein-Hitpass 
durchgeführt). 
Auf einem Microarray wurde ein Transkript durch ein sogenanntes „probe set“ 
repräsentiert, welches aus mehreren Oligonukleotidpaaren („probe pair“) bestand. 
Jeweils ein Partner eines Paares bot eine zu 100 % komplementäre Sequenz zur 
Hybridisierung an („Perfect Match“, PM), während der andere Fehlbasen enthielt 
(„Mismatch“, MM).  
Die Qualität eines Oligonukleotidpaares, bzw. dessen Fähigkeit, das Zieltranskript zu 
hybridisieren und somit zu detektieren, wurde mit Hilfe des „detection p-value“ 
bestimmt. Dieser wurde aus dem Quotienten der Differenz der 
Hybridisierungsergebnisse eines Paares (PM-MM) zum entsprechenden gesamten 
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Hybridisierungssignal (PM+MM) errechnet. Mit Hilfe des „detection p-value“ 
wiederum konnte die Wahrscheinlichkeit ermittelt werden, mit der ein Transkript 
vorhanden („present“), grenzwertig („marginal“) oder nicht vorhanden („absent“) war 
(„detection calls“). Aufgrund dessen konnte anhand der Absättigung eines „probe set“ 
die Expressionsstärke des entsprechenden Transkripts abgelesen werden. 
Die Einzelarray-Analyse, in der das Signal für jedes „probe set“ auf der 
Chipoberfläche berechnet und somit letztendlich die Expressionsstärke eines 
Transkripts dargestellt wurde, war die Grundlage für nachfolgende, vergleichende 
Analysen. Als „baseline array“ wurde der mit vom Transkriptom des Kontrollhodens 
abgeleiteter cRNA hybridisierte Array bezeichnet, und als „experiment array“ 
derjenige, auf dem die Transkripte des Hodens Sertoli-Zell-spezifischer Klf4 „knock 
out“ Mäuse repräsentiert wurden. 
In einer vergleichenden Analyse („comparison analysis“) wurden die „probe sets“ 
eines Kontrollarrays mit den entsprechenden „probe sets“ eines Mutantenarrays 
verglichen, um Unterschiede in der Genexpression zu detektieren und zu 
quantifizieren. Bei dem Vergleich zweier Hybridisierungsexperimente konnten 
Unterschiede in Signalintensitäten auftreten, die jedoch nicht auf Differenzen in der 
Genexpression basierten, sondern deren Ursachen technischen Ursprungs waren. 
Beispielsweise konnten variierende RNA-Mengen, eine unterschiedliche Effektivität 
der cDNA- oder cRNA-Synthese oder der Fluoreszenzmarkierung sowie Unterschiede 
in der Handhabung Einfluss auf die Stärke der Hybridisierungssignale nehmen. Diese 
Variablen mussten korrigiert werden, was durch eine Normalisierung erfolgte.  
Mit Hilfe des „Mann-Whitney“-Tests wurde die Wahrscheinlichkeit, der sogenannte 
„change p-value“, ermittelt, welche angab, ob und wie die Signalintensitäten beim 
Vergleich zweier entsprechender „probe sets“ variierten. Durch die Festlegung 
benutzerdefinierter Grenzwerte konnte die Expressionstärke eines Gens des 
„experiment arrays“ im Vergleich zum „baseline array“ als erhöht („increased“), 
grenzwertig erhöht („marginal increased“), unverändert („no change“), grenzwertig 
erniedrigt („marginal decreased“) oder erniedrigt („decreased“) klassifiziert werden. 
Einen quantitativen Schätzwert für die Änderung der Genexpression lieferte die 
sogenannte „signal log ratio“, die durch den Vergleich zweier einander entsprechender 
„probe pairs“ kalkuliert wurde.  
Dem Microarray-Experiment wurde ein benutzerdefinierter Grenzwert („cut off“) von 
einer 1,5-fachen Veränderung in der Genexpression zugrunde gelegt. Darüber hinaus 
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wurden Gene nur dann als differentiell exprimiert angesehen, wenn die 
Expressionsveränderung mit einer statistischen Wahrscheinlichkeit von p < 0,05 
korrelierte („Mann-Whitney“-Test). Des weiteren musste ein Transkript in mindestens 
einer Gruppe als „present“ definiert worden sein.  
2.2.1.14.3 Statistische Analyse 
Der „Mann-Whitney“-Test wurde angewandt, um die statistische Signifikanz eines 
Unterschieds in der Transkriptabundanz zwischen zwei experimentellen Gruppen 
(„baseline array“ und „experiment array“) zu untersuchen. Dabei wurden, ausgehend 
von den in den Einzelarray-Analysen ermittelten Signalintensitäten der jeweiligen 
„probe sets“, Mittelwerte für die experimentellen Gruppen berechnet und verglichen. 
Der resultierende p-Wert (p kleiner oder gleich 0,05) gab an, ob ein Unterschied in der 
Expressionsstärke als statistisch signifikant anzusehen war. 
 
2.2.1.15 DNA-Gehalt-Analyse 
Der DNA-Gehalt einer Zelle und somit ihr Zellzyklusstatus wurde mittels 
Durchflusszytometrie bestimmt. Hierbei handelt es sich um ein automatisiertes 
Verfahren, welches es ermöglicht, innerhalb kürzester Zeit Zellkerne bezüglich ihres 
DNA-Gehalts zu untersuchen. Das Prinzip der Durchflusszytometrie beruht in diesem 
Fall auf der Markierung von genomischer DNA mit dem interkalierendem 
Fluoreszenzfarbstoff Propidiumiodid. Während der Analyse wird der gebundene 
Farbstoff durch einen Laser, der Licht einer bestimmten Wellenlänge aussendet, 
angeregt. Der angeregte Farbstoff emittiert seinerseits Lichtimpulse, die auf 
elektronischem Wege registriert und analysiert werden. Die Intensität des 
Fluoreszenzsignals lässt somit Rückschlüsse auf den DNA-Gehalt des analysierten 
Zellkerns zu. Aufgrund des sich während des Zellzyklus ändernden DNA-Gehalts 
konnten mit Hilfe der Durchflusszytometrie drei Gruppen unterschieden werden:  
 
(a) G0/G1 Phase: 2n 
Zellen, die sich in der Ruhephase befinden oder ihre Teilungsaktivität eingestellt 
haben (G0-Phase), weisen, ebenso wie Zellen in der Wachstums- oder auch 
Präsynthesephase (G1-Phase), einen diploiden Chromosomensatz (2n) auf. 
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(b) S-Phase: 2n < x < 4n 
In der Synthesephase (S-Phase) findet die DNA-Replikation statt, in der sich das 
genetische Material in Vorbereitung auf die anstehende Zellteilung verdoppelt. Der 
DNA-Gehalt nimmt während der S-Phase stetig zu, so dass der Chromosomensatz 
zwischen diploidem und tetraploidem Zustand liegt (2n < x < 4n). Am Ende der S-
Phase enthält die Zelle einen tetraploiden Chromosomensatz. 
(c) G2/M-Phase: 4n 
Die Postsynthesephase (G2-Phase) liegt zwischen dem Ende der DNA-Synthese und 
dem Beginn der Mitose. Der Chromosomensatz während der G2-Phase ist tetraploid. 
Ziel der Mitosephase (M-Phase) ist, im Rahmen der Kernteilung, eine kontrollierte 
Aufteilung der Schwesterchromatiden auf die Tochterzellen zu erhalten. Auch hier ist 
der Chromosomensatz tetraploid. Durch die Cytokinese entstehen wiederum 2 
Tochterzellen mit diploidem Chromosomensatz. 
Voraussetzungen für eine erfolgreiche Anwendung dieser Methode sind eine 
stöchiometrische Anlagerung des Farbstoffs an die nukleäre DNA, eine hohe 
Spezifität des Fluoreszenzfarbstoffs für nukleäre DNA sowie das Vorliegen einer 
Einzelzellsuspension.  
Um die potentielle Rolle von Klf4 während des Zellzyklus in TM4-Zellen zu 
untersuchen, wurden 5 x 104 Zellen pro Kulturschale (Durchmesser d = 3,5 cm) 
ausgesät und durch Serumentzug synchronisiert. Nach Synchronisation ihres 
Zellzyklus wurden die TM4-Zellen entweder mit 10 µM 
Forskolin/DMSO/Wachstumsmedium (0,1 % (v/v) DMSO Endkonzentration) 
stimuliert oder nur mit 0,1 % (v/v) DMSO (in Wachstumsmedium verdünnt), dem 
Lösungsmittel von Forskolin, behandelt. Parallel wurde ausschliesslich 
Wachstumsmedium auf synchronisierte Zellen gegeben, was als weitere Kontrolle 
diente. Die so behandelten Zellen wurden nach 0 h, 1 h, 3 h, 6 h, 12 h und 24 h 
trypsiniert, zentrifugiert (5 min, RT, 1000 rpm, Heraeus Sepatech Megafuge 1.0) und 
mit PBS gewaschen. Durch Aufnahme der TM4-Zellen in 100 µl „Cytofix/Cytoperm“ 
(Becton Dickinson, San Jose, USA) und Inkubation bei 4°C (mindestens 14 h), 
wurden diese fixiert und permeabilisiert. Die Färbung der TM4-Zellen für die 
Durchflusszytometrie erfolgte durch die Zugaben von Ribonuklease A (1:40, 
Stocklösung: 10 mg/ml) und Propidiumiodid (1:50, Stocklösung 1 mg/ml) in PBS. Da 
die RNase A spezifisch einzelsträngige RNA hydrolisiert, wurde gewährleistet, dass 
eine Interkalation von Propidiumiodid nahezu ausschließlich in die DNA erfolgte. Die 
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Zellsuspension wurde für 30 min bei 4°C im Dunkeln inkubiert und anschließend mit 
dem „FACSCalibur“ Durchflusszytometer der Firma Becton Dickinson (San Jose, 
USA) analysiert. Die erzielten Daten wurden mit „CellQuest“ gesammelt und der 
„FlowJo“-Software (Becton Dickinson) ausgewertet.  
 
2.2.2 Proteinbiochemische Methoden 
2.2.2.1 Fällung und Konzentrierung von Proteinen 
Um das Volumen einer Proteinlösung zu verringern, wurden gleiche Volumina 
Proteinlösung und 20 % (v/v) Trichloressigsäure (TCA) zusammengegeben und 16 h 
bei 4°C inkubiert. Nach Zentrifugation der Lösung (10 min, 12000 rpm, 4°C, Sigma 
2K15 Kühlzentrifuge) wurde das Proteinpellet mindestens dreimal mit 70 % EtOH 
gewaschen, um TCA-Reste zu entfernen. Anschließend wurde das Pellet 
luftgetrocknet und in einem kleineren, gewünschten Volumen 1 % SDS gelöst. 
 
2.2.2.2 Konzentrationsbestimmung von Proteinen: Bicinchoninsäure-Assay 
(BCA Assay) (Smith et al., 1985) 
Das Prinzip des Bicinchoninsäure Assays beruht auf der Reduktion von Cu2+ Ionen zu 
Cu+ bei Anwesenheit von Proteinen. Zwei Bicinchoninsäuremoleküle bilden mit dem 
reduzierten Kupfer Cu+ einen Farbkomplex, dessen Absorptionsmaximum bei einer 
Wellenlänge von λ = 562 nm liegt. Die Intensität der Farbstoffbildung lässt somit 
Rückschlüsse auf die Proteinkonzentration zu, die photometrisch bestimmt werden 
kann.  
Die Bestimmung der Proteinkonzentrationen erfolgte unter Verwendung des 
„MicroBCA Protein Assay Reagent Kit“ der Firma Perbio Science nach Angaben des 
Herstellers. 
 
2.2.2.3 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) (Laemmli, 1970) 
Bei einer denaturierenden SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese werden Proteine in 
Gegenwart eines Überschusses an Natriumdodecylsulfat (SDS) und reduzierenden 
Thiolverbindungen, welche Disulfidbrücken zwischen Cysteinen spalten, nahezu 
ausschließlich aufgrund ihrer molekularen Masse elektrophoretisch aufgetrennt. Diese 
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Tatsache beruht darauf, dass das anionische Detergenz SDS nichtkovalente Bindungen 
im nativen Protein degradiert und diesem eine negative Nettoladung verleiht. Da 
nahezu alle Proteine die Sulfatgruppen des SDS in einem konstanten Verhältnis von 
Masse zu Ladung binden, können diese im elektrischen Feld ein einheitliches 
Wanderungsverhalten zeigen und gemäß ihres Molekulargewichts aufgetrennt werden. 
 
Um die aus TM4-Zellextrakten und Mausgeweben gewonnen Proteine 
elektrophoretisch aufzutrennen, wurde ein von Laemmli eingeführtes, 
diskontinuierliches Tris-HCl/Tris-Glycin Puffersystem verwendet. 30 µg Protein 
wurden mit 2 x Proteinprobenpuffer versehen, 5 min bei 95°C denaturiert und auf ein 
10 % Polyacrylamidgel aufgetragen. Die Elektrophorese wurde in Vertikalkammern 
bei einer konstanten Spannung von 75 Volt durchgeführt. Als Laufpuffer diente 1 x 
Tris-Glycin Elektrophorese-Puffer. 
 
Tab. 2-7. Komponenten eines SDS-Polyacrylamid-Gels. 
 
Komponenten 10 % Trenngel 5 % Sammelgel 
40 % Aa/Ba (37,5 : 1) 2,25 ml 1,5 ml 
Trenngelpuffer 2,25 ml – 
Sammelgelpuffer – 0,8 ml 
10 % SDS (v/v) 90 µl 60 µl 
ddH2O 4,35 ml 4,05 ml 
10 % APS 90 µl 60 µl 
TEMED 4,5 µl 6 µl 
 
Mit Ausnamhe des Ammoniumpersulfats (APS) und des TEMEDs wurden die 
Komponenten zusammengegeben und gut durchmischt. Erst kurz vor dem Giessen des 
jeweiligen Polyacrylamidgels wurden APS und TEMED hinzugefügt.  
(Aa = Acrylamid; Ba = Bisacrylamid). 
 
2.2.3 Immunologische Techniken 
2.2.3.1 Western-Blot-Analyse (Towbin et al., 1979; Bittner et al., 1980) 
Das Western-Blot Verfahren wurde in dieser Arbeit angewandt, um die Expression 
des Klf4-Proteins im Maushoden und der Maus-Sertoli-Zelllinie TM4 zu analysieren. 
Material und Methoden  
52 
Hierzu wurden die zuvor elektrophoretisch aufgetrennten Proteinextrakte (SDS-
PAGE) auf eine Hybond-ECL Nitrocellulose Membran transferiert und immobilisiert. 
Der elektrophoretische Transfer erfolgte mit Hilfe einer vertikalen Tankblot-
Apparatur der Firma BioRad. Vor dem Aufbau des Blots, der entsprechend eines 
Standardprotokolls der Firma BioRad durchgeführt wurde, mussten die einzelnen 
Komponenten im WB-Blot-Puffer äquilibriert werden. Der Transfer der Proteine auf 
die Membran erfolgte bei einer konstanten Spannung von 100 V, die für 1 h angelegt 
wurde. Eine ausreichende Kühlung während des Blot-Vorgangs konnte durch die 
Verwendung eines Kühleinsatzes und permanenter Pufferumwälzung erreicht werden. 
Eine darauffolgende Ponceau S Rot-Färbung, die durch 1-minütige Inkubation der 
Membran in der Färbelösung und anschließendes Spülen mit ddH2O erfolgte, gab 
Aufschluss darüber, ob der Proteintransfer erfolgreich war. 
Zum immunologischen Nachweis eines spezifischen Proteins wurde die Membran 
zunächst für 1 h bei RT in 5 % (w/v) Trockenmilch/0,1 % (v/v) TWEEN 20/PBS 
inkubiert und dabei leicht geschwenkt. Durch diese Behandlung wurden 
unspezifische, putative Antikörperbindungsstellen abgedeckt, um falsch positive 
Signale auszuschließen. Anschließend wurde der Primärantikörper im 
Blockierungspuffer verdünnt und auf die Membran gegeben. Nach 16 h Inkubation bei 
4°C auf dem Horizontalschüttler wurde die Erstantikörperlösung entfernt, die 
Membran 3 x kurz in 0,1 % (v/v) TWEEN 20/PBS gespült und dann 1 x 15 min und 
3 x 5 min mit 0,1 % (v/v) TWEEN 20/PBS gewaschen. Der HRP-gekoppelte 
Zweitantikörper wurde ebenfalls in Blockierungspuffer verdünnt und auf die 
Membran gegeben. Unter leichtem Schwenken wurde die Membran für 1 h bei RT 
inkubiert und dann, wie oben beschrieben, gewaschen. Die Detektion des Antigens 
erfolgte mit dem Fertigsystem „Amersham ECL Plus Western Blotting Detection 
Reagents“ der Firma GE Healthcare Life Sciences und wurde nach Anleitung des 
Herstellers durchgeführt. Zur Visualisierung der Signale wurde die Membran in 
Klarsichtfolie eingeschweißt, einem Kodak Biomax Film versehen in einer Kassette 
(entsprechend der Signalintensität) für 30 sec bis 10 min exponiert und im Anschluss 
entwickelt. 
Um einen Western-Blot mehrfach zu benutzen, musste der gebundene Erstantikörper 
zunächst entfernt werden, was als „stripping“ bezeichnet wird. Vor einer erneuten 
Inkubation mit einem anderen Erstantikörper („reprobing“), wurde überprüft, ob der 
zuletzt verwendete Antikörper erfolgreich entfernt worden war. Das „stripping“- 
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sowie das „reprobing“-Prozedere erfolgte nach Anleitung des Herstellers („Amersham 
ECL Plus Western Blotting Detection Reagents“, GE Healthcare Life Sciences). 
 
2.2.3.2 Indirekte Immunfluoreszenz – konfokale Laserscan-Mikroskopie  
Die indirekte Immunfluoreszenz wurde eingesetzt, um die Expression des Klf4 
Proteins in TM4-Zellen nach Stimulation der cAMP-PKA-Signaltransduktionskaskade 
zu verfolgen. Man spricht von indirekter Immunfluoreszenz, da erst durch den Einsatz 
eines mit einem Farbstoff verbundenen Zweitantikörpers, welcher an den 
Primärantikörper bindet, das entsprechende Protein bzw. sein Antigen detektiert und 
visualisiert werden kann.  
Nach der Aussaat von 2 x 104 TM4-Zellen auf mit Kulturkammern versehenen 
Objektträgern (4,2 cm²/Kammer) und 24 h Kultivierung unter normalen 
Wachstumsbedingungen, wurden die Zellen mit 10 µM Forskolin/0,1 % 
DMSO/Wachstumsmedium, 0,1 % DMSO/Wachstumsmedium oder 
Wachstumsmedium allein für 1 h im Wärmeinkubator gehalten. Im Anschluss an die 
Stimulation wurden die TM4-Zellen mit Moscona-Puffer gewaschen, 30 min bei RT 
in 4 % Paraformaldehyd, gelöst in Moscona-Puffer, fixiert und 5 min bei RT in 
0,05 % Triton/ddH2O permeabilisiert. Nach zweimaligem Waschen mit Moscona-
Puffer wurden unspezifische Bindungen durch eine einstündige Inkubation bei 4°C in 
0,5 % (w/v) BSA/Moscona-Puffer abgedeckt. Dann wurden die Präparate mit dem 
1:500 in 0,5 % (w/v) BSA/Moscona-Puffer verdünnten anti-Klf4 (H180, sc-20691, 
Santa Cruz Biotechnologie) Primärantikörper für 16 h bei 4°C inkubiert. 
Ungebundener, überschüssiger Antikörper wurde durch dreimaliges Waschen in 0,5 % 
(w/v) BSA/Moscona-Puffer entfernt. Zur Detektion des gebundenen Erstantikörpers 
wurde ein mit „Alexa Fluor 488“ gekoppelter anti-Kaninchen-IgG Antikörper 
eingesetzt (1:200 in 0,5 % (w/v) BSA/Moscona-Puffer) und unter den gleichen 
Bedingungen inkubiert. Der Zweitantikörperlösung wurde zudem TRITC–gekoppeltes 
Phalloidin zugefügt (5 µg TRITC-Phalloidin in 10 % MeOH/0,5 % (w/v) 
BSA/Moscona-Puffer), was eine Anfärbung des Cytoskeletts der Zellen erlaubte. 
Phalloidine sind aus dem Knollenblätterpilz isolierte Toxine, die an F-Actin binden. 
Im Anschluss an die Inkubation, wurden die TM4-Zellen gewaschen (3 x mit 0,5 % 
(w/v) BSA/Moscona-Puffer) und ihre Nuklei mit DAPI gefärbt (1:200 in 0,5 % (w/v) 
BSA/Moscona-Puffer), was für 15 min bei RT im Dunkeln erfolgte. Bevor die 
Objektträgerkammern entfernt und die Präparate mit DAKO Faramout eingedeckt 
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wurden, wurden die Zellen einmal kurz mit Moscona-Puffer und zweimal mit ddH2O 
gewaschen. 
 
Die mikroskopische Auswertung der gefärbten Präparate erfolgte mit Hilfe der 
konfokalen Laserscan-Mikroskopie. Hierzu wurde ein „Zeiss-Axiovert 100 M“ 
Mikroskop mit einer konfokalen Laserscan-Einrichtung des Models „LSM 510“ der 
Firma Carl Zeiss verbunden. Zur Anregung der einzelnen Fluoreszenzfarbstoffe 
wurden ein Helium-Neon-Laser, der Licht der Wellenlänge λ = 543 nm erzeugte, ein 
Argonlaser mit einer emittierten Wellenlänge λ = 488 nm sowie ein Enterprise Laser 
(λ = 364 nm) eingesetzt. Um eine Überlagerung der unterschiedlichen Farbstoffe zu 
verhindern, wurde das Präparat sequentiell gescannt, d.h. die Farbstoffe wurden 
nacheinander durch die Laser angeregt und detektiert (Multi-Track-Verfahren, Carl 
Zeiss). Zudem wurde jeder Schnitt automatisch achtmal gescannt, um 
Hintergrundrauschen zu reduzieren. Die Bilder wurden mit Hilfe der LSM-Software 
(Version 2.8, Carl Zeiss) errechnet. 
 
2.2.3.3 Immunhistochemie 
Zur Detektion definierter Proteine an Paraffinschnitten wurde eine Immunhistochemie 
nach dem Prinzip des markierten Streptavidin-Biotin-Systems (LSAB, Dako 
Cytomation) durchgeführt: ein unkonjugierter Primärantikörper detektierte das 
Antigen im Gewebe, ein Biotin-konjugierter Sekundärantikörper band wiederum an 
den primären Antikörper und reagierte selbst – aufgrund der hohen Affinität von 
Streptavidin für Biotin – mit enzymmarkiertem Streptavidin. Das Enzym, 
beispielsweise die Meerrettichperoxidase (HRP), setzte sein Substrat um, was in 
einem wasserunlöslichen Farbniederschlag resultierte. 
Die Schnitte wurden zunächst deparaffiniert, in einer absteigenden Alkoholreihe 
rehydriert, 10 min mit Leitungswasser gespült und kurz in ddH2O gewaschen (siehe 
unter Hämatoxilin-Eosin-Färbung). Das anschließende sogenannte Antigenretrieval – 
hiermit werden Antigene im Gewebe demaskiert und für die entsprechenden 
Antikörper zugänglich gemacht – erfolgte durch ein 10-minütiges Aufkochen der 
Schnitte in 0,01 M Natriumcitratpuffer pH 6,0 in der Mikrowelle bei 800 Watt. Nach 
dem Abkühlen (20 bis 30 min bei RT), wurden die Schnitte in 1 x TBS transferiert 
und 5 min gewaschen. Die endogene Peroxidaseaktivität wurde durch das Auftropfen 
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von 3 % H2O2 und einer Inkubation der Schnitte für 15 min bei RT blockiert. Nach 
kurzem Waschen (5 min in TBS) wurden unspezifische Bindungsstellen durch 15 min 
Behandlung der Schnitte mit 0,5 % (w/v) BSA/TBS abgedeckt, so dass im Anschluss 
eine Inkubation mit dem Primärantikörper, welcher entsprechend der Tabelle 2-1 in 
0,5 % (w/v) BSA/TBS verdünnt wurde, 16 h bei 4°C erfolgen konnte. Am nächsten 
Tag wurden ungebundene Erstantikörper durch zweimaliges Waschen der Schnitte à 5 
min in TBS entfernt und ein biotinylierter Sekundärantikörper aufgetragen (15 min, 
RT). Danach wurden die Schnitte 2 x 5 min in TBS gewaschen und mit dem 
Streptavidin-Peroxidase-Komplex inkubiert (15 min, RT). Überschüssiges 
enzymmarkiertes Streptavidin wurde durch 2 x 5 min waschen in TBS beseitigt. Die 
Farbreaktion wurde durch das Auftropfen einer 3’,3’-Diaminobenzidin-Chromogen-
Lösung hervorgerufen und nach gewünschter Signalintensität in ddH2O gestoppt. 
Durch eine Hämatoxilingegenfärbung (max. 3 min, RT) konnte eine bessere 
Zuordnung der immunhistochemisch detektierten Proteine im Gewebekontext erzielt 
werden. Die Präparate wurden mit Faramount (Dako Cytomation), einem 
Eindeckmedium auf wässriger Basis, eingedeckt. 
2.2.3.3.1 Apoptosenachweis durch eine „cleaved Caspase-3“ Immunhistochemie 
(Fernandes-Alnemri et al., 1994; Nicholson et al., 1995) 
Der Nachweis von Apoptose im Maushoden erfolgte durch eine Immunhistochemie 
unter Verwendung eines monoklonalen „cleaved Caspase-3“-Antikörpers. Dieser 
Antikörper detektierte die aktivierte Caspase-3. Hierbei handelte es sich um ein 
Fragment, welches aus einer definierten Spaltung der Caspase-3 (des 
Vorläuferproteins oder inaktiven Proteins) resultiert.  
Die Immunhistochemie wurde mit dem Vectastain ABC Kit, Peroxidase System der 
Firma Vector Laboratories, Burlingame, USA, nach Anleitung des Herstellers 
durchgeführt. 
 
2.2.4 Morphologische und histologische Techniken 
2.2.4.1 Fixierung von Gewebe und Einbettung in Paraffin 
Um Mausgewebe hinsichtlich ihrer Morphologie zu untersuchen und die Expression 
eines Proteins mittels Immunhistochemie zu verfolgen, war es essentiell, eine 
authentische zelluläre sowie subzelluläre Architektur aufrechtzuerhalten. Dieser 
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Strukturerhalt wurde durch eine 16 h Fixierung der Gewebsstücke in Bouin-Lösung 
erzielt. Vor der Einbettung in Paraffin sollte das Fixans durch mehrmaliges Waschen 
der Gewebe in 70 % EtOH möglichst vollständig entfernt werden. Die Einbettung 
erfolgte im „Excelsior-Gewebeeinbettautomat“ der Firma Shandon. Zunächst wurde 
hierbei das Wasser in den Geweben mittels aufsteigender Alkoholreihe durch 100 % 
EtOH ersetzt und anschließend via Xylol in flüssiges Paraffin überführt. Nach dem 
Abkühlen und Aushärten des Paraffins wurde der Paraffinblock in ein Mikrotom 
eingespannt und Schnitte mit einer Schichtdicke von 7 µm hergestellt. Die Schnitte 
wurden in einem 37°C warmen Wasserbad gestreckt, auf Superfrost-Objektträger 
aufgezogen und getrocknet. 
 
2.2.4.2 Hämatoxilin-Eosin-Färbung 
Um die Strukturen – hier Zellkerne und Cytoplasma – eines Gewebes unterscheiden 
zu können, wurden die Schnitte einer Hämatoxilin-Eosin-Standardfärbung unterzogen. 
Hämatoxolin ist ein basischer Farbstoff, der sich z.B. an die negativ geladene DNA 
anlagert und dem Zellkern somit eine blaue Färbung verleiht. Bei Eosin hingegen 
handelt es sich um einen sauren, anionischen Farbstoff, der an kationische 
Komponenten, u.a. diverse Proteine, bindet und aufgrund dessen das Zytoplasma rot 
färbt.  
Die Paraffinschnitte wurden zunächst in Histoclear (2 x 10 min) entparaffiniert, kurz 
in Isopropanol gespült, anschließend jeweils 5 min in 96 % EtOH und 70 % EtOH 
rehydriert und schließlich in ddH2O (5 min) gegeben. Nach der Rehydrierung wurden 
die Schnitte 5 min in Hämatoxilin nach Shandon gefärbt, mit ddH2O gewaschen, zur 
Differenzierung kurz in HCl-Alkohol getaucht und zum Bläuen 10 min mit 
Leitungswasser gespült. Der 10-minütigen Cytoplasmafärbung mit 0,1 % Eosin 
wurden drei kurze Dehydrierungsschritte in 96 % EtOH angeschlossen, gefolgt von 
kurzem Eintauchen in Isopropanol und 1-minütigem Spülen in Isopropanol. Vor dem 
Eindecken der Präparate mit Histomount wurden die Präparate 2 x 5 min mittels 
Histoclear gesäubert. 
 
2.2.4.3 Transmissionselektronenmikroskopie (TEM) 
Für eine Einbettung der Maushoden in Epon-Kunstharz wurden diese bei der 
Präparation zunächst von Fett befreit, äußerst vorsichtig mit einem Skalpell in relativ 
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kleine Stücke geteilt und in 2,5 % Glutaraldehyd/0,1 M Natriumcacodylatpuffer 
fixiert. Nach ca. 5 min wurden die anfixierten Hodenstückchen erneut vorsichtig 
geteilt, um Gewebeblöckchen mit einer Kantenlänge von ungefähr 2 mm zu erhalten. 
Die Fixierung in Glutaraldehyd erfolgte für mindestens 4 h bei 4°C. Nach drei 
Waschschritten von je 30 min bei RT in 0,1 M Natriumcacodylatpuffer, wurden die 
Gewebestücke in 1 % Osmium/0,1 M Natriumcacodylatpuffer für 2,5 h nachfixiert 
und anschließend abermals wie oben angegeben gewaschen. Mittels aufsteigender 
Alkoholreihe (jeweils 1 x 45 min in 30 % EtOH, 50 % EtOH, 70 % EtOH/1 % 
Uranylacetat, 80 % EtOH, 90 % EtOH, 96 % EtOH und 3 x 20 min in 100 % EtOH) 
wurden die Gewebestücke dehydriert, dann 2 x 20 min in Propylenoxid inkubiert und 
letztendlich in Epon-Harz (Poly/Bed 812) eingebettet (2 h Epon I (1:2, 
Epon:Propylenoxid), 2 h Epon II (1:1, Epon:Propylenoxid), 2 h Epon III (2:1, 
Epon:Propylenoxid), 16 h oder über Nacht in Epon pur). Im Anschluss erfolgte eine 
Polymerisation in Silicon-Flacheinbettungsformen bei 60°C für 48 – 72 h. 
Semidünnschnitte der Schichtdicke von 0,5 µM sowie Ultradünnschnitte der 
Schichtdicke von 85 nm wurden an einem „Ultracut E“ der Firma Reichert-Jung von 
Dorothee Schünke (Institut für Anatomie, Essen) angefertigt. Die Semidünnschnitte 
wurden mit einem Gemisch aus 1 % Toluidinblau/1 % Methylenblau/1 % Azur II/1 % 
Natriumtetraborat angefärbt, während die Ultradünnschnitte mit 1 % Uranylacetat und 
0,4 % Bleicitrat nachkontrastiert wurden. Zur Auswertung an einem „Zeiss 902A“ 
Transmissionselektronenmikroskop wurden die Ultradünnschnitte auf Kupfergrids 
gebracht. 
 
2.2.4.4 Morphometrie 
Zur histologischen und morphometrischen Untersuchung von Semidünnschnitten 
verschiedener Maushodenentwicklungsstadien wurde ein Mikroskop vom Typ 
„Axiophot“ der Firma Carl Zeiss herangezogen. Die Analyse der Schnitt erfolgte 
mittels „Eclipsenet Software Version 1.20“ der Firma Laboratory Imaging (Prag, 
Tschechien). Neben der histologischen Dokumentation wurden die Durchmesser 
kreisrunder Tubulusanschnitte gemessen sowie die Anzahl geschlossener kreisrunder 
Tubuli im Vergleich zu geöffneten bestimmt. Als kreisrund wurden solche Tubuli 
definiert, deren kleinster Durchmesser mindesten 98 % des größten Durchmessers 
betrug. Für die Berechnungen wurde immer der kleinste Durchmesser eingesetzt. Pro 
Entwicklungsstadium wurden die Semidünnschnitte von mindestens 3 mutanten 
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Tieren und 3 Kontrollen mit jeweils mindestens 3 Gewebeproben (Gewebsblöckchen) 
pro Tier analysiert. 
 
2.2.5 Arbeiten mit Versuchstieren 
2.2.5.1 Versuchstierhaltung 
Als Versuchstier bzw. „Organspender“ diente die Labormaus:  
Art: Mus Musculus, Gattung: Mus, Familie: Muridae, Ordnung: Rodentia. 
Die Versuchstierhaltung erfolgte im Zentralen Tierexperimentellen Labor (ZTL) des 
Universitätsklinikums Essen unter der Leitung von Prof. Dr. Klaus Militzer und PD 
Dr. Gero Hilken. Die Tiere wurden unter kontrollierten, spezifiziert pathogenfreien 
(SPF) Bedingungen gehalten: die Temperatur betrug 20°C und die Luftfeuchtigkeit 
55 %. Der Tag-Nacht-Rhythmus erfolgte in einem Wechsel von 12 Stunden (12 h 
hell:12 h dunkel). Wasser und Futter standen ad libitum zur Verfügung. Das Projekt 
wurde in Übereinstimmung mit den Gesetzen der Bundesrepublik Deutschland und 
des Landes Nordrhein-Westfalen und mit behördlicher Erlaubnis durchgeführt. 
 
2.2.5.2 Generierung Sertoli-Zell-spezifischer Klf4 „knock out“ Mäuse 
Als „gene targeting“ wird die gezielte Einführung spezifischer Modifikationen in das 
Mausgenom mittels in vitro erfolgender homologer Rekombination bezeichnet. Diese 
Methode dient zur Generierung mutanter Tiere, um die Funktion eines Gens in vivo zu 
untersuchen. Man unterscheidet zwischen konventionellem und konditionellem „gene 
targeting“. Bei der konventionellen „gene targeting“ Strategie trägt das transgene Tier 
von Beginn seiner Entwicklung an und in jeder Körperzelle ein funktionsuntüchtiges 
Allel. Das konditionelle „gene targeting“ hingegen bietet mit Hilfe des vom 
Bakteriophagen P1 stammenden Cre/loxP-Rekombinase-Systems die Möglichkeit, ein 
Allel sowohl in einem spezifischen Zelltyp als auch zu einem bestimmten 
Entwicklungszeitpunkt zu inaktivieren. Die Cre-Rekombinase ist ein Enzym, welches 
die homologe Rekombination zwischen zwei definierten DNA-Erkennungssequenzen 
(loxP-Stellen) vermittelt. Bei Zelltyp-spezifischer Expression der Cre-Rekombinase 
unter der Kontrolle eines geeigneten Promotors bewirkt der Enzymkomplex die 
Deletion einer von zwei loxP-Stellen flankierten („gefloxten“) DNA-Sequenz. Eine 
Rekombination findet also nur in den Zellen, die die Cre-Rekombinase exprimieren. 
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In alle anderen, Cre-negativen Zellen findet kein Rekombinationsereignis statt, so dass 
die entsprechenden Allele funktionelle bleiben. Die Grundlage für die Anwendung des 
auf dem Cre/loxP-System basierenden konditionellen „gene targetings“ ist die 
Generierung zweier transgener Mauslinien. Eine Mauslinie trägt das von zwei loxP-
Stellen flankierte zu untersuchende Allel. Bei der Integration der 
Erkennungssequenzen muss darauf geachtet werden, dass die Expression des 
modifizierten Allels durch die Anwesenheit der loxP-Stellen nicht beeinträchtigt wird. 
In das Genom der zweiten Mauslinie wird die Cre-Rekombinase integriert: entweder 
zufällig in Kombination mit einem charakterisierten, zelltypspezifisch aktivierbaren 
Promotor oder gezielt als „knock in“ unter die Kontrolle eines vorhandenen 
Promotors. Diese Mauslinien, bzw. deren Nachkommen, werden so miteinander 
verpaart, dass letztendlich Tiere entstehen, die in ihrem Genom sowohl das Cre-
Trangen als auch ein homozygot „gefloxtes“ Zielallel tragen. Dabei findet die 
homologe Rekombination ausschließlich in den Zellen statt, die Allele mit loxP-
Stellen tragen und gleichzeitig die Cre-rekombinase exprimieren (Torres und Kühn, 
1997).  
 
Aufgrund der Tatsache, dass der konventionelle Klf4 „knock out“ kurz nach der 
Geburt letal wirkt, bedienten wir uns des konditionellen „gene targetings“, um die 
Funktion von Klf4 in den Sertoli-Zellen der Maus zu untersuchen. Es wurden uns 
freundlicherweise folgende Mauslinien zur Verfügung gestellt: (1) eine von der 
Gruppe um Katz publizierte transgene Mauslinie, deren Klf4-Allel von zwei loxP-
Stellen flankiert wird (Klf4loxP/loxP-Mäuse) (Katz et al., 2002) und (2) transgene 
Mäuse, die die Cre-Rekombinase unter der Kontrolle des Promotors des für das Anti-
Müller-Hormon (AMH) codierenden Gens exprimieren (Amh-Cre−/+ Mäuse) 
(Lecureuil et al., 2002). Beide transgene Mauslinien wurden nicht von reinen 
Inzuchtstämmen abgeleitet, sondern weisen den genetischen Hintergrund 
verschiedener Stämme auf. Zur Generierung Sertoli-Zell-spezifischer Klf4 „knock 
out“ Mäuse wurden AMH-Cre−/+ Mäuse mit den Klf4loxP/loxP Mäusen verpaart. Der 
Genotyp jeder Maus wurde mittels PCR sowohl auf die Anwesenheit des Cre-
Transgens als auch auf den Zustand des Klf4-Gens (Wildtypallel (+) oder „gefloxtes“ 
Allel (loxP)) untersucht. Der nächste Schritt bestand in der Verpaarung Cre-positiver 
(Amh-Cre−/+) Tiere der ersten Filialgeneration (F1) mit Cre-negativen (Amh-Cre−/−) 
F1-Tieren, die beide jeweils heterozygot bezüglich des Klf4-Allels (Klf4loxP/+) waren. 
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Die Tiere der zweiten Fililageneration (F2) wurden abermals miteinander verpaart und 
Cre-positive und Cre-negative Nachkommen, die jeweils homozygote Träger des 
„gefloxten“ Klf4-Allels waren (Amh-Cre−/+/Klf4loxP/loxP sowie Klf4loxP/loxP-Tiere), 
dienten nun zur Zucht des Sertoli-Zell-spezifischen Klf4 „knock outs“. Die 
Nachkommen dieser Zuchtpaare wurden für die phänotypischen Analysen eingesetzt. 
 
2.2.5.3 Markierung von Versuchstieren, Entnahme von Schwanzbiopsaten und 
Genotypisierung mittels PCR 
Um jedes Tier eindeutig identifizieren zu können, erfolgte, neben der Nummerierung 
der Käfige, eine Markierung der Mäuse am Ohr. Die Ohrlochung wurde nach dem 
Absetzten der Jungtiere im Alter von ca. 20 Tagen mit Hilfe einer Ohrlochstanze 
durchgeführt.  
Um die Tiere auf Transgenität zu testen, wurde ihnen ein ca. 5 mm langes Stück 
Schwanzspitze mittels einer Schere entnommen. Zur Isolierung genomischer DNA aus 
einer Schwanzbiopsie wurde diese im Anschluss in 300 µl Proteinase K-haltigem 
(1,5 U Endkonzentration; Stock 10 mg/ml bzw. 300 U/ml) NID-Puffer bei 56°C über 
Nacht (14 h) inkubiert. Die Denaturierung der Proteinase K wurde durch eine 
nachfolgende 15-minütige Hitzebehandelung bei 95°C gewährleistet. Zur 
Genotypisierung wurden 2 µl des Überstandes dieses Ansatzes in eine genomische 
PCR eingesetzt. Um festzustellen, welche Klf4-Allel-Kombination im Genom des zu 
untersuchenden Tieres vorhanden war, wurden folgende Primer in die PCR eingesetzt: 
mmKlf4-ex1-fw1, mmGSP-re1, mmKlf4-intr3-re2. Anhand der Größe der 
resultierenden Signale konnten die verschiedenen Klf4 Allele identifiziert werden: 
eine Bande der Größe 172 bp repräsentierte das Wildtypallel, 296 bp das „gefloxte“ 
und ein Signal von 495 bp das Klf4 „knock out“ Allel. Die Anwesenheit der Cre-
Rekombinase wurde mit folgenden Primern überprüft: Cre26-fw und Cre36-re. Um 
ein Funktionieren der Cre-PCR sicherzustellen, wurde diese in Kombination mit ß-
Actin-Primern (ß-Act1-fw, ß-Act2-re) als sogenannte Multiplex-PCR durchgeführt. In 
einer Multiplex-PCR wird mit Hilfe von mehreren spezifischen Pimerpaaren eine 
entsprechende Anzahl an Amplikons in einem Reaktionsgefäß generiert. Im Falle der 
Cre-Genotypisierung lassen sich anhand eines positiven ß-Actin-Signals falsch-
negative Signale der Cre-PCR ausschließen. 
Diese Genotypisierungs-PCRs konnten bei beiden Mauslinien angewandt werden.  
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2.2.5.4 Serumgewinnung und Organentnahme 
Die zu untersuchenden Tiere wurden zunächst gewogen, mit „Isofluran“ (Curamed 
Pharma, Karslruhe, Deutschland) narkotisiert und durch Dekapitation getötet. Das 
Blut wurde mit Hilfe eines Trichters in einem Reaktionsgefäß aufgefangen und über 
Nacht bei 4°C gelagert. 
Die Organe wurden sorgfältig herauspräpariert und ggf. vom umliegenden Fettgewebe 
befreit. Das Gewicht der Hoden wurde mit einer Feinwaage bestimmt und die Organe 
gemäß der Folgeversuche weiterverarbeitet. 
Das gesammelte Blut wurde am nächsten Tag zentrifugiert (20 min, 3000 rpm, 4°C, 
Sigma 2K15 Kühlzentrifuge), das Serum vorsichtig abgenommen und bei –20°C 
gelagert. 
 
2.2.5.5 Hormonassays 
Die Messungen der Serumhormonkonzentrationen von FSH (Follikel-stimulierendes 
Hormon) (Bartlett et al., 1989) und Testosteron (Chandolia et al., 1991) wurden von 
Reinhild Sandhowe-Klaverkamp am Institut für Reproduktionsmedizin, Münster, 
durchgeführt. Die Konzentrationen des Serum-Trijodthyronins (T3) wurde im 
Zentrallabor des Universitätsklinikums Essen mit Hilfe des „ADIVA Centaur“ T3-
Tests nach Anleitung des Herstellers (Bayer Healthcare, Leverkusen, Deutschland) 
bestimmt. 
 
2.2.6 Kultivierung von Säugetierzellen 
Die verwendete adhärente Maus-Sertoli-Zelllinie TM4 (Mather, 1980) wurde in 46 % 
(v/v) Dulbecco’s Modifies Eagle’s Medium (4500 mg/L D-Glucose, mit L-Glutamin, 
ohne Natriumpyruvat) und 46 % (v/v) HAM’s F12 – ergänzt durch die Zugabe von 
6,5 % fötalem Kälberserum, 15 mM HEPES-Puffer, 25.000 U Penicillin/500 ml und 
25 mg Streptomycin/500 ml – kultiviert und im Inkubator bei 37°C, 5 % CO2 und 88 
% Luftfeuchtigkeit inkubiert. Die Kontrolle des Proliferationsverhaltens erfolgte 
täglich. 
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2.2.6.1 Auftauen von Zellen 
Da die Zellen zur langfristigen Lagerung in flüssigem Stickstoff zusätzlich mit 10 % 
Dimethylsulfoxid (DMSO) versetzt waren, mussten sie nach der Entnahme aus dem 
Stickstofftank schnellst möglich aufgetaut und mit frischem Wachstumsmedium 
versorgt werden, da DMSO bei Raumtemperatur toxisch auf die Zellen wirkt. 
In Einfrierröhrchen gelagerte Zellen wurden dem Stickstofftank entnommen und 
unverzüglich in ein mit ca. 37°C warmen Wasser gefülltes Becherglas gegeben. Nach 
dem Auftauen wurde die Zellsusupension in ein Zentrifugenröhrchen mit 8 ml 
Wachstumsmedium überführt, um die DMSO-Konzentration zu verringern. Die 
Sedimentation der Zellen erfolgte durch 5-minütige Zentrifugation bei 800 rpm 
(Heraeus Sepatech Megafuge 1.0). Anschließend wurde der Überstand abgesaugt, das 
Zellsediment vorsichtig in 5 ml Wachstumsmedium resuspendiert und in eine 250 ml 
Kulturflasche mit 15 ml vorgelegtem Wachstumsmedium überführt. Um ein Anheften 
der Zellen am Boden der Kulturflasche zu ermöglichen, wurden die Zellen zunächst 
16 h unter normalen Wachstumsbedingungen im Wärmeinkubator gehalten. Erst am 
nächsten Tag wurde das Zellwachstum kontrolliert und ein Mediumwechsel 
vollzogen, um Reste des DMSO zu entfernen. 
 
2.2.6.2 Passagieren von adhärenten Zellen 
Die in Kultur gehaltenen Zellen mussten entsprechend ihres Proliferationsverhaltens 
zwei- bis dreimal wöchentlich mit frischen Medium versorgt oder vom Boden der 
Kulturflasche abgelöst und in einem bestimmten Verhältnis in eine neue Flasche 
transferiert werden. Dieser auch als „Splitten“ bezeichnete Vorgang wurde 
folgendermaßen durchgeführt: Nach Absaugen des verbrauchten Mediums wurden die 
TM4-Zellen mit Moscona-Puffer gewaschen, um Reste des FCSs zu entfernen. 
Anschließend wurden die adhärenten Zellen in 1 ml 1 x Trypsin-EDTA für 3 min bei 
37°C im Brutschrank inkubiert, was als trypsinieren bezeichnet wird. Durch 
mehrmaliges Klopfen der Kulturflasche gegen die Handinnenflächen lösten sich die 
adhärenten Zellen vom Flaschenboden und konnten in 9 ml Wachstumsmedium 
aufgenommen werden. In Abhängigkeit von der in den Versuchen benötigten Zellzahl 
wurden ein Zehntel, ein Zwanzigstel oder ein Vierzigstel der resuspendierten Zellen in 
eine neue Kulturflasche transferiert und kultiviert. 
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2.2.6.3 Kryokonservierung von Zellen 
Zur langfristigen Lagerung der TM4-Zellen in flüssigem Stickstoff wurden die Zellen 
einer Kulturflasche zunächst trypsiniert und in 4 ml Wachstumsmedium 
aufgenommen. Im Anschluss an die Sedimentation der Zellen (5 min, 800 rpm, 
Heraeus Sepatech Megafuge 1.0), wurden diese in 1,6 ml Wachstumsmedium 
resuspendiert und in ein Einfrierröhrchen transferiert. Nach der Zugabe von 200 µl 
FCS (20 % FCS-Endkonzentration) und 200 µl DMSO (10 % DMSO-
Endkonzentration) wurden die Zellen zunächst 16 h bei -80°C gelagert, bevor sie in 
flüssigen Stickstoff überführt wurden. 
 
2.2.6.4 Stimulation und Inhibition der cAMP-PKA-Signaltransduktionskaskade 
in TM4-Zellen mit Hilfe des PKA-Inhibitors H-89 
Zur Beeinflussung der cAMP-PKA-Signaltransduktionskaskade in TM4-Zellen 
wurden zunächst 5 x 105 Zellen auf Zellkulturschalen (Durchmesser: 10 cm) ausgesät 
und 24 h unter normalen Wachstumsbedingungen kultiviert. Anschließend wurden die 
Zellen entweder mit 10 µM Forskolin/0,1 % DMSO/Wachstumsmedium oder 75 µM 
H-89/10 µM Forskolin/0,26 % DMSO/Wachstumsmedium behandelt. Zur Kontrolle 
wurden parallel TM4-Zellen in entsprechenden Konzentrationen 
DMSO/Wachstumsmedium (0,1 % bzw. 0,26 % DMSO) oder ausschließlich in 
Wachstumsmedium gehalten. Nach 10 min, 20 min, 30 min, 60 min, 90 min, 2 h, 3 h 
und 4 h Inkubation im Brutschrank, wurde Gesamt-RNA aus den Zellen isoliert. 
Sowohl Forskolin als auch H-89 mussten zunächst in DMSO gelöst werden, um 
anschließend mit Wachstumsmedium, entsprechend der Konzentration der 
Gebrauchslösung, verdünnt werden zu können. 
 
2.2.6.5 Synchronisation von TM4-Zellen durch Serumentzug 
5 x 104 TM4-Zellen wurden auf 6-„Well“-Platten ausgesät und 24 h unter normalen 
Wachstumsbedingungen kultiviert. Um den Zellzyklusstatus der Zellen zu 
synchronisieren, wurden diese zweimal mit Moscona-Puffer gewaschen und 24 h in 
Wachstumsmedium ohne FCS inkubiert. Im Anschluss erfolgte eine Behandlung der 
Zellen mit 10 µM Forskolin/0,1 % DMSO/Wachstumsmedium, 0,1% 
DMSO/Wachstumsmedium oder nur Wachstumsmedium. Die Zellen wurden nach 
0 h, 1 h, 2 h, 3 h, 6 h, 12 h und 24 h geerntet, um den DNA-Gehalt zu analysieren. 
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3 Ergebnisse 
 
3.1 Strukturelle Analysen des „Krüppel-like factor 4“ Gens  
 
3.1.1 Ein Intron unterteilt die ursprünglich als drittes Exon des 
„Krüppel-like factor 4“ Gens beschriebene Sequenz 
Eine Arbeitsgruppe um Mahatan analysierte im Jahre 1999 die genomische Struktur 
des Klf4-Gens und beschrieb ein aus vier Exons bestehendes Gen bei der Maus (NCBI 
AF117109) (Mahatan et al., 1999). Die ENSEMBL-Datenbank zeigte jedoch ein aus 
fünf Exons bestehendes Maus-Klf4-Gen (ENSMUSG00000003032), welches im 
Unterschied zu Mahatans publizierter Sequenz ein zusätzliches Intron aufwies. Dieses 
aus 116 Nukleotiden (nt) bestehende Intron teilte das ursprüngliche Exon 3 in zwei 
Teile. Die für ein korrektes Spleißen benötigten, konservierten Erkennungssequenzen 
waren an den entsprechenden Grenzen des neuen Introns ebenfalls vorzufinden. Der 
resultierende 985 nt lange 5’-Bereich wurde als Exon 3 definiert, während der kleinere 
3’-Bereich (165 nt) als Exon 4 bezeichnet wurde (Abb. 3-1). 
Aufgrund dieser kontroversen Aussagen über die Struktur des Klf4-Gens sollte mittels 
Sequenzanalysen herausgefunden werden, ob Unterschiede in der Nukleotidsequenz 
beider Transkripte bestanden. Ein mit der „Sequencher Software“ (Gene Codes) 
durchgeführter Sequenzvergleich ergab, dass der codierende Bereich beider Varianten 
identisch war. Die Unterschiede beschränkten sich somit ausschließlich auf die 
genomische Ebene. Des weiteren sollte überprüft werden, ob diese Differenzen 
bezüglich der genomischen Struktur von Klf4 eventuell spezifisch für verschiedene 
Mausstämme waren. Unter Verwendung von aus Schwanzbiopsaten isolierter 
genomischer DNA als Matrize, sollte eine PCR mit flankierenden Primern (mmKlf4-
ex3-fw1, mmKlf4-ex3b-re1), die im 3’-Bereich des neu definierten Exons 3 und im 
5’-Bereich des neu erklärten Exons 4 hybridisierten, Aufschluss über eine mögliche 
Stammspezifität geben. Die Sequenzierungen der in den pCRII-Vektor subklonierten 
Fragmente ergab eine Konservierung des neuen
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Introns bei sämtlichen getesteten Mausstämmen (CD1, NMRI, 129S7/SvEv, CBA/J-i, 
C57BL/6, C57BL/10) (Abb. 3-1b). 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 3-1. Charakterisierung eines Introns, welches das dritte Exon des Klf4-Gens unterbricht. (a) 
Übersicht über die Exon-Intron-Grenzen des 116 bp Introns. Nukleotide eines Exons sind in 
Großbuchstaben dargestellt, die des Introns in Kleinbuchstaben. Die konservierten Spleiß-Stellen sind 
rot markiert. Aminosäuren sind entsprechend des codierenden Tripletcodes eingefügt. Das 116 bp 
Intron unterbricht die Tripletsequenz in Phase 1. (b) Eine repräsentative PCR mit genomischer DNA 
zeigt, dass sämtliche getestete Mausstämme (CD1, NMRI, 129S7/SvEv, CBA/J-i, C57BL/6, 
C57BL/10) das bisher nicht beschriebene Intron im Klf4-Gen tragen. M = Marker; neg = PCR ohne 
DNA-Matrize. (c) Schemazeichnung der genomischen Struktur des aus 5 Exons bestehenden Klf4-
Gens. Dunkelblau unterlegt sind nicht codierende Bereiche, hellblau markiert die codierende Region. 
ATG = Translationsstart; TAA = Translationsstopp; UTR = untranslatierte Region. 
 
Diese Untersuchungen lassen darauf schließen, dass das Maus-Klf4-Gen aus fünf 
Exons und vier Introns besteht (Abb. 3-1c). Die funktionellen Domänen des 
Transkriptionsfaktors müssen nun wie folgt zugeordnet werden: während die SH3-
Proteininteraktionsdomäne, die PEST-Domäne sowie der N-terminale Bereich des 
ersten Zinkfingers vom neu definierten Exon 3 codiert werden, sind das 
Kernlokalisationssignal (NLS) und der 5’-Anteil des ersten Zinkfingers nun in Exon 
vier zu finden. Exon 5 (vormals Exon 4; Mahatan et al., 1999) hingegen codiert 
unverändert den 3’-Anteil des ersten Zinkfingers sowie Zinkfinger zwei und drei. 
(b)
116 bp100 bp ATG
1 2 3 5
TAA
4
(c)
116 bp
721 bp 605 bp
721 bp
NMRICD1 CBA/J-i
C57BL/6
C57BL/10
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negM
(a)
Aminosäuren
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Exon/Intron Intron/Exon
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3.1.2 Identifizierung und Charakterisierung von Klf4-Pseudogenen 
im Mausgenom 
Gemeinsames Charakteristikum der Familie der Sp1-ähnlichen Proteine/„Krüppel-
like“ Transkriptionsfaktoren ist ein aus drei Krüppel-ähnlichen Zinkfingern 
bestehendes DNA-Binde-Motiv, welches nahe des C-Terminus der Proteine lokalisiert 
ist (Kadonaga et al., 1987; Ruppert et al., 1988). Die Mitglieder der SP1-
ähnlichen/Klf-Proteine sind infolge multipler Genduplikationen entstanden und im 
Genom diverser Spezies vorzufinden (Turner und Crossley, 1999; Kaczynski et al., 
2003).  
Bei der Entwicklung von Genfamilien entstehen häufig auch nicht funktionsfähige 
Genkopien oder Genfragmente, sogenannte Pseudogene, die in Abhängigkeit von 
ihren strukturellen Eigenschaften in verschiedene Klassen unterteilt werden. Zunächst 
werden nicht prozessierte Pseudogene, also Kopien eines Gens mit Exon- und 
Intronsequenzen, von prozessierten Pseudogenen unterschieden. Letztere 
repräsentieren Kopien von Transkripten, die über eine cDNA-Zwischenstufe ins 
Genom integrierten und folglich weder Intron- noch Promotorsequenzen (im Falle von 
RNA-Polymerase II Transkripten) aufweisen (Vanin, 1985; Strachan und Read, 2005).  
Durch die Amplifikation bestimmter Bereiche des Klf4-Gens der Maus mittels PCR – 
beispielsweise unter Verwendung eines in Exon 4 lokalisierten „Sense“-Primers 
(mmKlf4-3’RACE-fw1) und eines aus dem 5’untranslatierten Bereich (Exon 5) 
abgeleiteten „Antisense“-Primers (mmKlf4-PAS-I-re1) – sowie einer nach der 
Subklonierung in den pCRII-Vektor erfolgenden Sequenzierung, konnten Regionen 
mit großen Homologien zum Klf4-Gen der Maus erfasst werden. Mit Hilfe 
anschließender Datenbankrecherchen, basierend auf der Suche nach ähnlichen 
Sequenzbereichen (Analysen mit dem „Basic Local Alignment Search Tool“ 
(BLAST)), wurden letztendlich sechs verschiedene Klf4-Pseudogene im Mausgenom 
lokalisiert und charakterisiert. Die Herausstellung der strukturellen Eigenschaften 
sowie die Einordnung als prozessierte Pseudogene erfolgte anhand von 
Sequenzvergleichen mit dem Klf4-Gen der Maus (AF117109; 
ENSMUSG00000003032) und dem entsprechenden Transkript (NM_010637). 
Die Klf4-Pseudogene besitzen weder einen identifizierbaren Promotor noch 
Intronsequenzen, was kennzeichnend für prozessierte Pseudogene ist, die von 
Transkripten der RNA-Polymerase II stammen. Sie variieren zudem in ihrer Länge, 
wobei zwei Pseudogene Homologien zu Klf4 aufweisen, die ausgehend vom fünften 
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Exon bis ins vierte bzw. dritte Exon reichen. Die Sequenz der anderen entspricht 
ausschließlich dem fünften Exon von Klf4. Sämtliche Klf4-Pseudogene tragen jedoch 
das gleiche Polyadenylierungssignal in ihrer 3’-Region. Fünf von sechs Pseudogenen 
enden mit einem kurzen Abschnitt von A:T Basenpaaren, der vermutlich dem 
Poly(A)-Schwanz der Klf4-mRNA entspricht. Zudem sind die Klf4-Pseudogene an 
ihrem Integrationsort von kurzen, direkten Wiederholungssequenzen flankiert.  
Das Mausgenom weist somit sechs verschiedene Klf4-Pseudogene auf, die auf ein und 
demselben Polyadenylierungssignal der Klf4-mRNA enden, welches im späteren 
Verlauf als PAS-IV bezeichnet wird. Alle strukturellen Eigenschaften der Klf4-
Pseudogene, ihre prozentualen Sequenzunterschiede sowie ihre chromosomale 
Lokalisation im Mausgenom sind in Tabelle 3-1 zusammengefasst.  
 
Tab. 3-1. Charakteristika der identifizierten Klf4-Pseudogene. 
 
chromosom. 
Lokalisation 
Länge 
[bp] 
nicht kons. 
Positionen* 
Homologie** 
[%] 
direkte 
Wdh. 
Poly(A)- 
Schwanz 
korrespondierende 
Klf4-Exons 
15 781 bp 50 bp 93,60 + + Exon 5 (mit PAS-IV) 
14 466 bp 33 bp 92,92 + + Exon 5 (mit PAS-IV) 
11 288 bp 29 bp 90,88 + + Exon 5 (mit PAS-IV) 
9 1372 bp 196 bp 85,71 + + Ex.4,5 (mit PAS-IV) 
9 1118 bp 185 bp 83,45 + + Exon 5 (mit PAS-IV) 
6 1301 bp 251 bp 80,71 + – Ex.3,4,5 (mit PAS-IV)
 
Die chromosomale Lokalisation der Pseudogene sowie ihre Längen sind in den ersten beiden 
Tabellenspalten angegeben. Nicht konservierte Positionen* beschreiben die Anzahl der 
Nukleotidaustausche und Deletionen der Pseudogensequenzen im Vergleich zur Klf4-mRNA. Der 
prozentuale Anteil von Homologien** eines Pseudogens zur Klf4-mRNA (NM_010637) ist in Spalte 3 
vorzufinden. Ein (+) bezeichnet das Vorhandensein direkter Wiederholungssequenzen, von denen ein 
Pseudogen flankiert wird, ein (–) das Fehlen. Entsprechendes gilt für die An- (+) bzw. Abwesenheit (–) 
einer dem Poly(A)-Schwanz ähnlichen Sequenz. Die letzte Spalte gibt die Bereiche der Klf4-mRNA an, 
denen ein Pseudogen entspricht.  
 
3.2 Charakterisierung testikulärer „Krüppel-like factor 4“ 
Transkripte bei der Maus 
 
Northern-Blot-Analysen von Gesamt-RNA aus adultem Maushoden zeigten, dass 
verschiedene Klf4-Transkripte in diesem Gewebe exprimiert werden. Unter 
Verwendung einer Hybridisierungssonde, die dem offenen Leserahmen („open 
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reading frame“, ORF) des Klf4-Gens entsprach, konnten mittels Northern-Blot-
Analysen drei Transkripte detektiert werden (Behr und Kaestner, 2002). In dieser 
Arbeit galt es, die diversen Klf4-Transkipte zu charakterisieren, wobei verschiedene 
PCR-Techniken Aufschluss über ihre Entstehung geben sollten. 
 
Zunächst wurde überprüft, ob die Generierung der Transkriptvarianten auf alternatives 
mRNA-Spleißen zurückzuführen war. Mit Hilfe einer Polymerasekettenreaktion, bei 
der Primer eingesetzt wurden, die den gesamten offenen Leserahmen von Klf4 
flankierten (Gex1-fw1; mmKlf4-PAS-I-re1), wurde die proteincodierende Region der 
Klf4-mRNA aus cDNA aus adultem Maushoden amplifiziert. Das resultierende PCR-
Produkt wurde nach Subklonierung in den pCRII-Vektor sequenziert und mit der 
„Sequencher Software“ analysiert. Die Untersuchungen zeigten, dass das Amplifikat 
exakt mit der codierenden Sequenz des Transkriptionsfaktors übereinstimmte und 
somit im Maushoden kein differentielles Spleißen zwischen den Exons eins bis fünf 
des „Krüppel-like factor 4“ Gens stattfindet. 
 
Ein Gen kann auch aufgrund einer Veränderung des Transkriptionsstarts oder durch 
den Gebrauch alternativer Polyadenylierungsstellen verschiedene mRNA-Produkte 
hervorbringen. Mit Hilfe der sogenannten „Rapid amplification of cDNA ends“ 
(RACE)-PCR wurden beide Enden der in cDNA umgeschriebenen Klf4-mRNA 
untersucht. Als Matrize diente die Maushoden „Marathon-Ready cDNA“ der Firma 
BD Biosciences Clontech. Diese cDNA-Bibliothek sollte das nahezu vollständige 
Transkriptom eines adulten Maushodens repräsentieren, wobei sowohl an das 5’- 
sowie an das 3’-Ende einer jeden cDNA eine Adaptersequenz angefügt worden war. 
Durch den Gebrauch eines zur Adaptersequenz komplementären Primers (AP1) und 
genspezifischer Oligonukleotide, die entweder im 5’-Bereich (mmKlf4-5’RACE-re1) 
oder im 3’-Bereich (mmKlf4-3’RACE-fw1) der Klf4-mRNA hybridisierten, konnten 
beide Enden der Klf4-mRNA (außerhalb des bekannten Sequenzbereichs) in separaten 
Ansätzen amplifiziert und analysiert werden. Eine Steigerung der Spezifität wurde 
durch eine verschachtelte („nested“) PCR erzielt, indem Primer eingesetzt wurden, die 
innerhalb der durch die primär verwendeten Oligonukleotide definierten Sequenz 
hybridisierten (AP2 und mmKlf4-GSP2-re, bzw. AP2 und mmKlf4-GSP2-fw). Die 
Amplifikate wurden mittels Agarosegelelektrophorese separiert, aus dem Gel 
extrahiert und zur Sequenzierung in den pCRII-Vektor subkloniert. 
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Die Sequenzanalysen der 5’RACE-PCR bestätigten den schon charakterisierten 
Transkriptionsstart (Mahatan et al., 1999) und ergaben somit, dass die Generierung 
der mRNA-Varianten nicht auf die Nutzung alternativer Promotoren bzw. 
Transkriptionsstartpunkte zurückzuführen ist. 
Mit Hilfe der 3’RACE-PCR konnten jedoch Amplikons unterschiedlicher Größe 
erzielt werden, die in den pCRII-Vektor subkloniert wurden. Insgesamt wurden 57 
Klone einer Restriktionsanalyse mit der Endonuklease EcoRI unterzogen. Nach 
gelelektrophoretischer Auftrennung wurden die Fragmente anhand ihrer Größe in vier 
Gruppen unterteilt (Abb. 3-2). Die Sequenzierung von mitsamt 14 Klonen aus den 
unterschiedlichen Kategorien zeigte, dass jede von ihnen eine Klf4-cDNA mit einem 
spezifischen Transkriptionsterminationssignal repräsentierte. Bei diesem Signal 
handelt es sich um ein hochkonserviertes Hexamer – definiert durch die 
Nukleotidabfolge AATAAA (auf RNA Ebene entsprechend AAUAAA) – welches 
essentiell für die Spaltung und Polyadenylierung der meisten eukaryotischen prä-
mRNAs ist (Proudfoot und Brownlee, 1976; Sheets et al., 1990). Funktionelle 
Varianten unterscheiden sich vom klassischen Polyadenylierungssignal (PAS) oftmals 
nur durch einen Nukleotidaustausch (Gautheret et al., 1998; Beaudoing et al., 2000; 
Beaudoing und Gautheret, 2001). 
 
 
 
Abb. 3-2. Die 3’RACE-PCR-Produkte repräsentieren vier Klf4-Transkriptvarianten, die sich in 
ihrem 3’untranslatierten Bereich (3’UTR = 3’untranslated region) unterscheiden. (a) Darstellung 
der 3’RACE-PCR-Produkte nach Gelextraktion. (b) Restriktionsanalyse der in den pCRII-Vektor 
subklonierten 3’RACE-PCR-Produkte. M = Marker; I = Restriktionsfragment, welches ein Klf4-
Transkript darstellt, das das erste Polyadenylierungssignal (PAS-I) trägt, entsprechendes gilt für II 
(PAS-II), III (PAS-III) und IV (PAS-IV). 
 
Der Klf4 3’untranslatierte Bereich (3’UTR) umfasst 993 nt (NCBI: AF117109).Wird 
das erste Nukleotid nach dem UAA Stopcodon der Klf4-mRNA als Position +1 
bezeichnet, so ist das erste Nukleotid des ersten Polyadenylierungssignals (PAS-I) an 
Position +195 des Klf4 3’UTRs lokalisiert. Das zweite Polyadenylierungssignal 
(b)
M IIIIVII I I IIIIII IV
(a)
M
1018 bp
506/517 bp
1636 bp
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(PAS-II) beginnt an Position +437 und das dritte (PAS-III) an Position +828 des 
3’UTRs, während das erste Nukleotid des vierten Terminationssignals (PAS-IV) der 
Position +952 zugeordnet werden kann. Betrachtet man die Sequenzen der Hexamere, 
so handelt es sich bei PAS-III und PAS-IV um die klassische Konsensussequenz 
AAUAAA, während PAS-I und PAS-II jeweils an einer Position im Vergleich zum 
klassischen Motiv abweichen: ACUAAA (PAS-I) und AAUACA (PAS-II).  
(Abb. 3-3). 
 
Die Erkennung eines echten Polyadenylierungssignals im 3’UTR einer prä-mRNA 
und deren endonukleolytische Spaltung ca. 11 bis 30 Nukleotide 3’-wärts eines PAS 
erfordert neben der Bindung des CPSF („cleavage and polyadenylation specificity 
factor“) an das hexamere Polyadenylierungsmotiv (Murthy und Manley, 1992; Murthy 
und Manley, 1995) noch die Rekrutierung weiterer Proteine. Der „cleavage 
stimulating factor“ (CstF), welcher an eine U- bzw. GU-reiche Region 3’-wärts einer 
Spalt- und Polyadenylierungsstelle (SPS) bindet, sowie die Spaltungsfaktoren 
(„cleavage factor“) CFI und CFII verleihen der Auswahl des Terminationssignals und 
der Spaltungsreaktion Spezifität und Effizienz (Takagaki et al., 1989; Weiss et al., 
1991). Die weniger stark konservierte U- bzw. GU-reiche Region besteht meistens aus 
einer Kernsequenz von vier Uracil-Nukleotiden und einem variablen Baustein. Dieses 
Kernmotiv ist gewöhnlich in einem Abstand von 10 bis 30 nt zur SPS zu finden (Chen 
et al., 1995; Chen und Wilusz, 1998). 
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Abb. 3-3. Nukleotidsequenz des 3’untranslatierten Bereichs des „Krüppel-like factors 4“. Die 
Klf4 3’UTR trägt vier funktionelle, alternative Polyadenylierungssignale (PAS) ebenso wie die 
zusätzlichen, für ihre Erkennung und die endonukleolytische Spaltung notwendigen Signalsequenzen. 
Die alternativen Polyadenylierungssignale wurden rot unterlegt, die Spaltungs- und 
Polyadenylierungsstellen (SPS) hingegen gelb. Mögliche U- bzw. GU-reiche Elemente wurden rot und 
kursiv dargestellt. Das erste Nukleotid des Klf4 3’UTRs wurde als +1 definiert und grün unterlegt. Das 
Stopcodon ist in Großbuchstaben dargestellt. Als Referenz zum Vergleich mit den eigenen 
Sequenzierungen diente die Sequenz AF117109.  
 
Die Analysen der 3’RACE-PCR-Produkte zeigten, dass jede Gruppe die für eine 
erfolgreiche Polyadenylierungsreaktion erforderlichen Kriterien auf Sequenzebene 
erfüllte: unabhängig von der Wahl des Polyadenylierungssignals (PAS) konnte bei 
allen amplifizierten cDNAs im geforderten Abstand von 11 bis 23 nt nach einem PAS 
die Spaltstelle sowie der Beginn eines poly(A)-Schwanzes detektiert werden. 
Ebenfalls war 3’-wärts einer jeden Spalt- und Polyadenylierungsstelle (SPS) 
      ? 
 +1 TAAatcccacgtagtggatgtgacccacactgccaggagagagagttcag  47 
 48 tatttttttttctaacctttcacactgtcttcccacgaggggaggagccc  97 
 98 agctggcaagcgctacaatcatggtcaagttcccagcaagtcagcttgtg 147 
148 aatggataatcaggagaaaggaagagtccaagagacaaaacagaaatact 197 
198 aaaaacaaacaaacaaaaaaacaaacaaaaaaaaacaaaagaaaaaaatc 247 
248 acagaacagatggggtctgagactggatggatcttctatcattccaatac 297 
298 caaatccaacttgaacatgcccggacttacaaaatgccaaggggtgactg 347 
348 gaagtttgtggatatcagggtatacactaaatcagtgagcttggggggag 397 
398 ggaagaccaggattcccttgaattgtgtttcgatgatgcaatacacacgt 447 
448 aaagatcaccttatatgctctttgccttcttaaaaaaaaagccattattg 497 
498 tgtcggaggaagaggaagcgattcaggtacagaacatgttctaacagcct 547 
548 aaatgatggtgcttggtgagttgtggtcctaaaggtaccaaacgggggag 597 
598 ccaaagttctccaactgctgcatacttttgacaaggaaaatctagttttg 647 
648 tcttccgatctacattgatgacctaagccaggtaaataagcctggtttat 697 
698 ttctgtaacatttttatgcagacagtctgttatgcactgtggtttcagat 747 
748 gtgcaataatttgtacaatggtttattcccaagtatgcctttaagcagaa 797 
798 caatgtgttttctatatagttccttgccttaataaatatgtaatataaat 847 
848 ttaagcaaacttctattttgtatatttgtaaactacaaagtaaaaaaaaa 897 
898 tgaacattttgtggagtttgtattttgcatactcaaggtgagaaataagt 947 
948 tttaaataaacctataatattttatctgaaaaaaaaaaaaaaaaaa     993 
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mindestens eine mögliche Bindestelle für den „cleavage stimulating factor“ CstF in 
Form eines U- bzw. GU-reichen Motivs vorzufinden. Jedoch liegen mögliche CstF-
Bindestellen im Hinblick auf PAS-I weiter entfernt von der entsprechenden 
Spaltstelle, als es für die meisten prä-mRNAs laut der Arbeitsgruppe um Chen (1995) 
üblich ist (Chen et al., 1995). Obwohl Klf4 im Maushoden durch verschiedene 
Transkripte repräsentiert wird, umfassen alle denselben offenen Leserahmen. Die 
Generierung der Transkriptvarianten ist auf die Nutzung alternativer 
Polyadenylierungssignale zurückzuführen. Insgesamt birgt die 3’untranslatierte 
Region der Klf4-mRNA vier funktionelle Polyadenylierungsstellen mit ihren 
zusätzlich erforderlichen Signalsequenzen (Tab. 3-2). 
 
Tab. 3-2. Der 3’untranslatierte Bereich der Klf4-mRNA trägt vier funktionelle, alternativ 
genutzte Polyadenylierungssignale (PAS). 
 
Bezeichnung Sequenz Position PAS Position SPS Position URE/GU-RE 
     PAS-I ACUAAA + 195 + 223 (23 nt ) 
+ 258 ( 35 nt 3’ von SPS-I) 
+ 352 (129 nt 3’ von SPS-I) 
+ 423 (200 nt 3’ von SPS-I) 
     PAS-II AAUACA + 437 + 454 (12 nt ) 
+ 466 (12 nt 3’ von SPS-II) 
+ 474 (20 nt 3’ von SPS-II) 
+ 492 (38 nt 3’ von SPS-II) 
     PAS-III AAUAAA + 828 + 849 (16 nt) 
+ 863 (14 nt 3’ von SPS-III) 
+ 872 (23 nt 3’ von SPS-III) 
+ 904 (55 nt 3’ von SPS-III) 
+ 914 (65 nt 3’ von SPS-III) 
+ 920 (71 nt 3’ von SPS-III) 
     PAS-IV AAUAAA + 952 + 975 (18 nt) + 988 (13 nt 3’ von SPS-IV)* 
 
Mittels 3’RACE-PCR wurden cDNAs amplifiziert, die aufgrund der Nutzung alternativer PAS in ihrer 
Länge differierten. Angegeben werden jeweils die Sequenz sowie die Position des ersten Nukleotids 
eines hexameren PAS. Ebenfalls aufgeführt ist die Position der jeweiligen Spalt- und 
Polyadenylierungsstelle (SPS). In Klammern ist der Abstand zwischen einem PAS und der 
dazugehörigen SPS in Nukleotiden (nt) angegeben. Die letzte Tabellenspalte zeigt die Lokalisation 
eines möglichen U- bzw. GU-reichen Kernelements (URE bzw. GU-RE). Das erste Nukleotid nach 
dem UAA-Stopcodon wurde als +1 bezeichnet (Referenzsequenzen s. NCBI: AF117109, *Ensembl: 
ENSMUST00000003116).  
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3.2.1 Entwicklungs- und zelltypspezifische Nutzung alternativer 
Klf4-Polyadenylierungssignale im Maushoden 
Oftmals beinhaltet die 3’UTR von mRNAs regulatorische Elemente, die für ihre 
Stabilität oder Lokalisation verantwortlich sind oder eine Rolle bei der Regulation 
ihrer Translation spielen. Durch variierende 3’untranslatierte Regionen kann 
beispielsweise die Verfügbarkeit eines Transkripts in verschiedenen Zelltypen oder zu 
unterschiedlichen Entwicklungszeitpunkten reguliert werden (Braun et al., 1989; 
Foulkes et al., 1993; Zarudnaya et al., 2003). 
Anhand einer Entwicklungsreihe, bestehend aus unterschiedlichen präpubertären, 
pubertären und postpubertären Stadien des Maushodens, sollte überprüft werden, ob in 
somatischen Zellen und in prämeiotischen Keimzellen auf der einen Seite und in 
reifenden, meiotischen und postmeiotischen Keimzellen auf der anderen Seite 
unterschiedliche PAS genutzt werden. Hierzu wurde zunächst eine RT-PCR-Strategie 
entwickelt, mit Hilfe derer Klf4-Transkripte, die unterschiedliche 
Polyadenylierungssignale enthielten, detektiert werden konnten. Zur Amplifikation 
der entsprechenden cDNAs wurde in allen Polymerasekettenreaktionen der gleiche 
„Sense“-Primer (mmKlf4-3’RACE-fw1) verwendet, komplementär zu einer Region 
aus Exon 4 des Gens. Die verschiedenen „Antisense“-Primer wurden so positioniert, 
dass sie jeweils mit einer 5’-wärts des dazugehörigen PAS gelegenen Sequenz aus 
Exon 5 des Klf4-Gens hybridisierten. Aufgrund dessen wurden in einer PCR unter 
Verwendung des „Sense“-Primers in Kombination mit mmKlf4-PAS-IV-re1 nur die 
cDNAs vervielfältigt, die mit PAS-IV terminierten. Wurde mmKlf4-PAS-III-re1 
eingesetzt, erfolgte eine Amplifikation der Transkripte, die PAS-III oder PAS-IV 
nutzten. Eine PCR mit mmKlf4-PAS-II-re1 resultierte in einer Vervielfältigung der 
Transkripte, welche auf PAS-II, PAS-III oder PAS-IV endeten, während eine PCR mit 
dem mmKlf4-PAS-I-re1 Primer sämtliche Klf4-cDNAs amplifizierte. Als Matrize 
diente in cDNA umgeschriebene Gesamt-RNA aus Maushoden diverser präpubertärer, 
pubertärer und postpubertärer Stadien. Mittels dieser PCR-Strategie wurde jede 
cDNA-Matrize eines Entwicklungsstadiums – unter Verwendung aller vier 
Primerkombinationen in separaten Ansätzen – auf das Vorhandensein alternativ 
endender Klf4-Transkripte überprüft. Die Anzahl der PCR-Zyklen wurde so gewählt, 
dass die Amplifikation der Ziel-cDNAs in der exponentiellen Phase erfolgte. Zur 
Normalisierung aller RT-PCRs wurde eine entsprechende ß-Actin-Kontroll-PCR mit 
den Oligonukleotiden mm-ß-Actin-fw4 und mm-ß-Actin-re4 durchgeführt. Die 
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Amplifikation des offenen Leserahmens der Klf4-mRNA (Gex1-fw1; mmKlf4-PAS-I-
re1) diente als Positivkontrolle. Im Hinblick auf den offenen Leserahmen und das 
erste Polyadenylierungssignal (PAS-I) der Klf4-mRNA, konnten mittels RT-PCR bei 
allen gewählten Zeitpunkten eindeutige Signale erzielt werden. Erst mit dem 
vermehrten Auftreten postmeitischer runder Spermatiden konnten am postnatalen Tag 
25 der Maushodenentwicklung Transkripte detektiert werden, die infolge eines 
alternativen Gebrauchs der Polyadenylierungsstellen die Signale PAS-II, PAS-III oder 
PAS-IV repräsentierten (Abb. 3-4a).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 3-4. Klf4-Transkripte mit den Polyadenylierungssignalen (PAS) PAS-II bis PAS-IV sind 
erst mit dem Auftreten runder Spermatiden im Maushoden zu detektieren. (a) Expressions-
Analysen von Klf4-Transkriptvarianten in Maushoden verschiedener postnataler Entwicklungsstadien 
(Tag 5 - 39) mittels RT-PCR. In jeder RT-PCR wurde ein gemeinsamer, im Exon 4 des Klf4-Gens 
hybridisierender „Sense“-Primer mit einem „Antisense“-Primer, welcher 5’-wärts von dem zu 
untersuchenden PAS positioniert war, kombiniert. Die den offenen Leserahmen (ORF) umfassende 
ORF-PCR zeigt die Klf4-Gesamtexpression an. Als cDNA-Mengen-Kontrolle dient eine ß-Actin-PCR. 
(b) Northern-Blot-Analysen von Gesamt-RNA aus Maushoden verschiedener Entwicklungsstadien 
(15 µg RNA/Spur). Die Membran wurde mit Sonden, die spezifisch für das angezeigte Klf4-
Polyadenylierungssignal (PAS-IV, bzw. PAS-III/IV) und den Klf4 offenen Leserahmen (ORF) sind, 
aufeinander folgend hybridisiert. Gesamt-RNA aus Mausleber dient als Negativkontrolle. Die Größen 
der Klf4-mRNAs vom Transkriptionsstartpunkt bis zum Enden des jeweiligen PAS betragen: 2256 bp 
(PAS-I), 2498 bp (PAS-II), 2889 bp (PAS-III); 3013 (PAS-IV). Die RNA/Ethidiumbromid-Fluoreszenz 
des dazugehörigen Agarosegels fungiert als Beladungskontrolle. M = Marker; neg = PCR ohne DNA-
Matrize. 
(a)
5Tag 10 39373025211715 neg MM
PAS-I 381 bp
PAS-II 664 bp
PAS-III 1037 bp
ORF 1613 bp
ß-Actin 671 bp
PAS-IV 1183 bp
(b)
28S RNA
18S RNA
5Tag 10 393025211715 Leber
PAS-IV
PAS-III / IV
ORF
RNA-Gel
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Die mit Hilfe der RT-PCR erzielten Ergebnisse konnten in Northern-Blot-Analysen 
bestätigt werden. Die zum offenen Leserahmen von Klf4 komplementäre ORF-Sonde 
detektierte zu allen Entwicklungszeitpunkten ein klares Klf4-Signal, wobei auch hier 
zu beobachten war, dass die Klf4-mRNA-Konzentration an Tag 25 stark anstieg. 
Klf4-Transkripte, die PAS-II, PAS-III oder PAS-IV repräsentierten, konnten erst mit 
vermehrtem Auftreten postmeiotischer Stadien, bzw. mit steigender Anzahl runder 
Spermatiden, detektiert werden. Zur Detektion der Transkripte, welche auf PAS-III 
oder PAS-IV terminierten, wurde eine kurze Sonde (PAS-III/IV) von 260 nt 
eingesetzt, die komplementär zu einer Sequenz zwischen der Spalt- und 
Polyadenylierungsstelle des zweiten Polyadenylierungssignals (SPS-II) und der des 
dritten PAS (PAS-III) war. Eine 170 nt zählenden Sonde (PAS-IV), welche 3’-wärts 
des SPS-III im Klf4 3’UTR hybridisierte, detektierte spezifisch Transkripte mit PAS-
IV (Abb. 3-4b). 
Somit wird in prä- und pubertären Entwicklungsstadien, bis zum Auftreten runder 
Spermatiden, ausschließlich das erste Polyadenylierungssignal (PAS-I) genutzt, 
während in Maushoden ab Tag 25 mit steigender Anzahl haploider Keimzellen und 
mit zunehmendem Alter vornehmlich Transkriptvarianten vorzufinden sind, die 
infolge der Nutzung von PAS-II, PAS-III oder PAS-IV terminieren. Obwohl in einem 
jungen Maushoden somatische Sertoli-Zellen die größte Zellpopulation repräsentieren 
(Vergouwen et al., 1993) und laut Behr und Keastner (2002) eine starke Klf4-
Expression mit dem Auftreten postmeiotischer Keimzellen einhergeht, ließen die oben 
beschriebenen Analysen keine eindeutigen Rückschlüsse auf das von Sertoli-Zellen 
genutzte Klf4-Polyadenylierungssignal zu. Weitere Experimente waren erforderlich, 
um herauszufinden, welches Klf4-PAS von den somatischen Zellen des Keimepithels 
genutzt wird. 
Hierzu wurde Gesamt-RNA aus der TM4-Sertoli-Zell-Linie sowie aus einem 
Keimzell-defizienten Maushoden – hierbei handelt es sich um eine Mauslinie 
(WBB6F1 KitW/KitW/W-v) mit einem c-Kit-Rezeptordefekt, durch den das 
Migrationsverhalten sowie der Fortbestand primordialer Keimzellen beeinträchtigt ist 
(Mintz und Russell, 1957; Loveland und Schlatt, 1997) – isoliert und in cDNA 
umgeschrieben. Nach Anwendung der oben beschriebenen PCR-Strategie konnte 
gezeigt werden, dass Sertoli-Zellen nur das erste PAS (PAS-I) nutzen (Abb. 3-5). Die 
mittels RT-PCR erzielten Ergebnisse konnten durch Northern-Blot-Analysen bestätigt 
werden (Daten nicht gezeigt). 
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Abb. 3-5. Expressionsanalyse von Klf4-Transkriptvarianten in der TM4-Sertoli-Zell-Linie und in 
einem Keimzell-defizienten KitW/KitW-v Maushoden mittels RT-PCR. Im Gegensatz zum 
postnatalen Tag 39 (p39) Maushoden, können sowohl in der TM4-Sertoli-Zell-Linie (TM4) als auch im 
Keimzell-defizienten Hoden von KitW/KitW-v Mäusen (W/Wv) ausschließlich Klf4-Transkripte 
detektiert werden, die auf PAS-I terminierten. cDNA aus Mausleber dient als Negativkontrolle. M = 
Marker; neg = PCR ohne DNA Matrize. 
 
3.2.2 Untersuchungen bezüglich des alternativen Gebrauchs von 
Klf4-Polyadenylierungssignalen in diversen Mausorganen 
Der Transkriptionsfaktor Klf4 wird nicht nur im Hoden, sondern auch in anderen 
Organen der Maus, wie z.B. den epithelialen Zellen der Haut und des Colons 
exprimiert (Segre et al., 1999; Katz et al., 2002). Der Hoden ist ein für seine 
Transkriptdiversität bekanntes Organ (Adams et al., 1995; Kleene, 2001; MacDonald 
und Redondo, 2002). RT-PCR- und Northern-Blot-Analysen von Gesamt-RNA aus 
Haut, Magen, Colon, Lunge, Niere, Plazenta, Uterus, Herz und Muskel der Maus 
sollten Aufschluss darüber geben, ob eine alternative Nutzung der in der Klf4 
3’untranslatierten Region lokalisierten Polyadenylierungssignale PAS-I bis PAS-IV 
auch in den genannten Organen erfolgte, oder ob es sich hierbei um ein Hoden-
spezifisches Phänomen handelte. Es wurde die oben beschriebene RT-PCR-Strategie 
angewandt sowie die oben aufgeführten Northern-Blot-Sonden Klf4-ORF, PAS-III/IV 
und PAS-IV eingesetzt. Auch hier zeigten ORF- und PAS-I-PCR ein eindeutiges 
Signal im exponentiellen Amplifikationsbereich. Transkriptvarianten, die die 
Polyadenylierungssignale PAS-II bis PAS-IV repräsentierten, konnten allerdings nur 
im Colon, im Magen und im Uterus einer Maus detektiert werden. In allen anderen 
untersuchten Organen, beispielsweise in der Haut und in der Plazenta, wurde hingegen 
381 bp
664 bp
671 bp
1037 bp
1183 bp
PAS-I
PAS-II
ß-Actin
TM4 W/Wv p39 Leber neg
PAS-III
PAS-IV
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nur PAS-I genutzt (Abb. 3-6). Die Resultate der RT-PCR konnten abermals mittels 
Northern-Blot-Analysen bestätigt werden (Daten nicht gezeigt). 
 
 
Abb. 3-6. RT-PCR Analysen zeigen eine alternative Nutzung der Klf4-Polyadenylierungssignale 
PAS-I bis PAS-IV in diversen Mausorganen. Während im Colon (C), im Magen (Mn) sowie im 
Uterus (U) möglicherweise alle Klf4-Transkriptvarianten (PAS-I – PAS-IV) auftreten, können in der 
Mehrzahl der untersuchten Organe, wie Haut (Ht), Lunge (L), Niere (N), Plazenta (P), Herz (Hz) und 
Muskel (Ml), ausschließlich Klf4-Transkripte detektiert werden, die PAS-I nutzen. M = Marker; neg = 
PCR ohne DNA Matrize. 
 
3.2.3 Identifizierung und Lokalisation möglicher regulatorischer 
Elemente im 3’UTR der „Krüppel-like factor 4“ mRNA 
Nachdem gezeigt werden konnte, dass sowohl in verschiedenen Zelltypen des Hodens 
als auch in anderen Geweben eine alternative Nutzung der im 3’UTR der Klf4-mRNA 
lokalisierten Polyadenylierungssignale stattfindet, sollte in silico überprüft werden, ob 
funktionelle Motive im 3’UTR der Klf4-mRNA vorzufinden sind.  
Hierzu wurde die Klf4 3’untranslatierte Region mit aus der Literatur bekannten, 
regulatorischen Sequenzelementen (beispielsweise zusammengefasst in (Steger, 
2001)) unter Zuhilfenahme der „Sequencher Software“ verglichen. Des weiteren 
wurden verschiedene Datenbanken in die Motivsuche miteinbezogen (Pesole et al., 
1998; Pesole et al., 1999; Pesole et al., 2000; Pesole et al., 2002; Mignone et al., 
2005). Insgesamt konnten fünf Sequenzelemente identifiziert werden, die als 
Erkennungsmotive für RNA-bindende Proteine fungieren könnten.  
Bezeichnet man das erste Nukleotid nach dem Stopcodon der Klf4-mRNA 
(AF117109) als +1 (vergleiche Abb. 3-3), so befindet sich an Position 137 bis 142 die 
PAS-I
PAS-II
PAS-III
ß-Actin
ORF
381 bp
664 bp
1037 bp
1613 bp
671 bp
M
PAS-IV 1183 bp
negC Mn L N P U Hz MlHt  
Ergebnisse  
78 
Kernsequenz eines 9 nt langen Motivs, dass der „cold shock domain“ (CSD) stark 
ähnelt. An diese Domäne bindet das „mouse Y-box protein2“ (MSY2). MSY2 
reguliert die mRNA-Verfügbarkeit, indem es die gebundene RNA lagert und erst nach 
seiner Depohosphorylierung freigibt (Kwon und Hecht, 1993; Gu et al., 1998). 
An der Position 177 bis 184 ist eine der Y-Box ähnliche Sequenz (drei Nukleotide am 
3’Ende weichen von der Konsensussequenz ab) vorzufinden. Die Y-Box ist eine 
Bindedomäne für das „testis/brain RNA-binding protein“ (TB-RBP), welches eine 
Rolle bei der mRNA-Lokalisation und ihrem Transport spielt (Han et al., 1995; Wu et 
al., 1998). Beide Erkennungselemente, CSD und Y-Box, sind 5’-wärts von PAS-I 
lokalisiert. 
Des weiteren konnte ein Kernmotiv der Bindungsstelle „RNA-binding motif“ (RBP) 
des „Protamine-1 mRNA-binding protein“ (PRBP) an Position 330 bis 338 des Klf4 
3’UTRs identifiziert werden. Es befindet sich somit zwischen dem ersten (PAS-I) und 
dem zweiten Polyadenylierungssignal (PAS-II). Das PRBP ist an der 
Translationsregulation beteiligt und hat Einfluss auf die mRNA-Stabilität (Lee et al., 
1996). 
Das sogenannte „cytoplasmic binding element“ entspricht einer Sequenz an Position 
714 bis 720 und ist den Polyadenylierungssignalen PAS-III und PAS-IV vorangestellt. 
Das „cytoplasmic polyadenylation element binding protein“, CPEB, fördert die 
Polyadenylierung einer mRNA (Simon et al., 1992; Stebbins-Boaz et al., 1996; Tay 
und Richter, 2001).  
Ein Poly(A)-Schwanz selbst repräsentiert eine Bindungsmöglichkeit für das „poly-A 
binding protein1“ (PABP1), welches der mRNA Stabilität verleiht und an der 
Regulation ihrer Translation beteiligt sein kann (Kleene et al., 1994; Gu et al., 1995). 
Tabelle 3-3 zeigt eine Übersicht der identifizierten regulatorischen Elemente in der 
Klf4 3’UTR inklusive der dazugehörigen RNA-bindenden Proteine. 
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Tab. 3-3. Lokalisation möglicher regulatorischer Elemente im 3’UTR der Klf4-mRNA und ihre 
RNA-bindenden Proteine. 
 
RNA 
bindendes 
Protein 
RNA 
Binde-
domäne 
Funktion 
Konsensussequenz  
(5’- 3’) 
Lokalisation 
(AF117109) 
Referenz 
MSY2 
CDS 
Y-box 
Regulierung der 
mRNA-Verfügbarkeit, 
Lagerung 
CAAGUCcau 137 - 142 
(Kwon und 
Hecht, 1993; 
Gu et al., 
1998) 
TB-RBP Y-box 
mRNA-Transport, 
Lokalisation 
UUCAAGAGcau 177 - 184 
(Han et al., 
1995; Wu et 
al., 1998) 
PRBP RBM 
Translations-
regulation, mRNA-
Stabilität 
gaAAAATGCCAccgcc 330 - 338 
(Lee et al., 
1996) 
CPEB CPE 
Förderung der 
Polyadenylierung 
UUUUUAU 714 - 720 
(Simon et al., 
1992; Tay und 
Richter, 2001)
PABP1 RRM 
Translations-
regulation, mRNA-
Stabilität 
Poly(A) 
Poly(A) 
Schwanz 
(Kleene et al., 
1994; Gu et 
al., 1995) 
 
Großbuchstaben in der Konsensussequenz der jeweiligen RNA-Bindedömane zeigen die konservierten 
Nukleotide im Klf4 3’UTR an, Kleinbuchstaben die Abweichungen. Das erste Nukleotid nach dem 
Stopcodon wird als +1 definiert. Als Referenz dient die Sequenz AF117109. RNA bindende Proteine: 
MSY2 = „mouse Y-box protein 2“ = „48/50 kDA RNA-binding protein“, TB-RBP = „testis/brain 
RNA-binding protein“, PRBP = „Protamine-1 mRNA-binding protein“, CPEB = „cytoplasmic 
polyadenylation element binding protein“, PABP1 = „poly-A binding protein 1“. RNA-Bindedomänen: 
CSD = „cold shock domain“, RBM = „RNA-binding motif“, CPE = „cytoplasmic polyadenylation 
element“, RRM = „RNA recognition motif“.  
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3.3 In vivo Analysen zur Rolle des „Krüppel-like factor 4“ 
im Maushoden: Sertoli-Zell-spezifische Deletion des 
Transkriptionsfaktors Klf4 
 
3.3.1 Generierung Sertoli-Zell-spezifischer Klf4 „knock out“ Mäuse 
Zur Generierung Sertoli-Zell-spezifischer Klf4 „knock out“ Mäuse wurde in dieser 
Studie die Methodik des sogenannten „Cre-loxP-Systems“ angewandt (Tsien et al., 
1996). Transgene Mäuse, die die Cre-Rekombinase Sertoli-Zell-spezifisch unter der 
Kontrolle des Anti-Müller-Hormon-Promotors exprimierten (Lecureuil et al., 2002), 
wurden mit Tieren einer anderen Mauslinie verpaart, die Insertionsmutationen durch 
das Einfügen zweier gleich orientierter loxP-Erkennungsstellen in intronischen 
Sequenzen (Intron 1, Intron 4) des Klf4-Gens aufwiesen (Katz et al., 2002). Die so 
erzeugten, konditionellen Klf4 „knock out“ Mäuse, welche eine Sertol-Zell-
spezifische, homozygote Deletion des Klf4-Gens aufweisen, werden in dieser Arbeit 
als AMH-Cre/Klf4loxP/loxP Linie bezeichnet. Als Kontrollen wurden Tiere eingesetzt, 
die sich als homozygot im Hinblick auf das gefloxte Klf4-Allel erwiesen und kein 
AMH-Cre-Transgen trugen (Klf4-loxP/loxP) (Tab. 3-4). Sowohl AMH-Cre-Mäuse als 
auch Tiere mit gefloxtem Klf4-Allel (Klf4loxP/loxP) sind vital und weisen keinerlei 
Auffälligkeiten auf. 
 
Tab. 3-4. Mauslinien zur Generierung Sertoli-Zell-spezifischer Klf4 „knock out“ Mäuse. 
 
Bezeichnung Beschreibung Allel-Symbol* Identifikation** 
AMH-Cre AMH-Cre-Transgen Tg (AMH-Cre)1Flor ID: MGI:2450300 
Klf4loxP/loxP Kontrollen Klf4tm1Khk ID: MGI:2183917 
AMH-Cre/Klf4loxP/loxP 
Mutanten; konditioneller oder 
auch Sertoli-Zell-spezifischer 
Klf4 „knock out“  
—  
(noch nicht 
vorhanden) 
— 
(noch nicht 
vorhanden) 
 
Aufgeführt sind die in dieser Arbeit eingesetzten Benennungen der Mauslinien sowie ihr 
„Verwendungszweck“. Die offizielle Bezeichnung* des jeweiligen Transgens sowie die entsprechende 
MGI-Identifikationsnummer** sind den letzten beiden Spalten zu entnehmen. MGI = „Mouse Genome 
Informatics“. 
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3.3.1.1 Nachweis der homologen Rekombination: Deletion der Exons 2,3 und 4 
des Klf4-Gens in Sertoli-Zellen von AMH-Cre/ Klf4loxP/loxP Mäusen 
Die Spezifität der Cre-Rekombinase wurde von Lécureuil und Mitarbeitern in der 
transgenen AMH-Cre-Mauslinie nachgewiesen (Lecureuil et al., 2002). Erfolgreiche 
Anwendungen dieser AMH-Cre-Linie im Hinblick auf eine Sertoli-Zell-spezifische 
Deletion eines Zielgens sind ebenfalls aus der Literatur bekannt (Chang et al., 2004; 
De Gendt et al., 2004; Brehm, 2005; Huyghe et al., 2006). 
Eine spezifische Deletion von Klf4 in Sertoli-Zellen konnte in dieser Studie an 
juvenilen Hoden des postnatalen Tags 4 (p4) und p5 mit Hilfe eines genomischen 
Southern-Blots nachgewiesen werden. Unter Verwendung einer 669 bp langen Sonde, 
die außerhalb der flankierten Zielsequenz im Bereich des Klf4-Promotors 
hybridisierte, konnten „gefloxte“ Klf4-Allele (Klf4-Gen mit inserierten loxP-
Erkennungsstellen) von Klf4 „knock out“ Allelen nach einer XbaI Restriktion der 
genomischen DNA unterschieden werden. Eine Bande in Höhe von 4,8 kb 
repräsentierte das Klf4 „knock out“ Allel, welches sich durch die Deletion der Exons 
2, 3 und 4 definierte. Eine weitere Bande der Größe 6,1 kb stellte das gefloxte Klf4-
Allel im genomischen Southern-Blot dar. Die 4,8 kb „knock out“ Bande konnte 
ausschließlich in Hoden (an p4 und p5) mit Klf4-defizienten Sertoli-Zellen detektiert 
werden, während in Kontrollhoden nur ein Signal in Höhe von 6,1 kb zu sehen war, 
welches dem gefloxten Klf4-Allel entsprach. Aufgrund der Tatsache, dass die Anzahl 
der Sertoli-Zellen im juvenilen Maushoden (an p3) circa 45 % der Gesamtzellzahl 
ausmacht (Vergouwen et al., 1993) und im adulten Maushoden – nach Kalkulationen 
basierend auf Publikationen von Arbeitsgruppen um Vergouwen und Tegelenbosch 
(Tegelenbosch und de Rooij, 1993; Vergouwen et al., 1993) sowie persönlicher 
Mitteilung von Prof. Dr. Stefan Schlatt – nicht mehr als 3 % der Gesamtzellpopulation 
entspricht, ist die Sertoli-Zell-spezifische 4,8 kb „knock out“ Bande in adulten 
mutanten Tieren nur äußerst schwach zu erkennen (Abb. 3-7a). 
Die Ergebnisse des Southern-Blots konnten mit Hilfe einer genomischen PCR 
bestätigt werden. Anhand einer PCR, in der aus Nebenhoden – inklusive der dort 
vorzufindenden Keimzellen – isolierte, genomische DNA als Matritze verwendet 
wurde, konnte gezeigt werden, dass eine durch die Cre-Rekombinase vermittelte 
Deletion des gefloxten Klf4-Allels in Keimzellen auszuschließen ist (Abb. 3-7b). 
 
 
Ergebnisse  
82 
 
 
Abb. 3-7. Sertoli-Zell-spezifische homologe Rekombination im Hoden von Amh-Cre/Klf4loxP/loxP 
Mäusen. (a) Der genomische Southern-Blot zeigt in juvenilen Hoden der postnatalen Tage p4 und p5 
mutanter Mäuse ein „gefloxtes“ (6,9 kb) sowie ein Klf4 „knock out” Allel (4,8 kb), in dem die Exons 2-
4 des Klf4-Gens deletiert sind. In Hoden von Kontrolltieren ist ausschließlich die Bande des 
„gefloxten“ Klf4-Allels (6,9 kb) zu erkennen. (b) Eine PCR mit genomischer DNA aus juvenilen 
Hoden (p4), adulten Nebenhoden (NH) und Schwanzbiopsaten (S) als Matrize bestätigt, dass die 
homologe Rekombination in Hoden konditioneller Klf4 „knock out” Mäuse und nicht in Keimzellen 
stattfindet, da der Keimzellen-beinhaltende NH nur ein loxP-Signal und keine Deletion zeigt. Cre/Actin 
= Multiplex-PCR, testet auf das Vorhandensein der Cre-Rekombinase, während ß-Actin als interne 
Kontrolle dient. Klf4 = PCR, mittels derer das „gefloxte“- und das „knock out” Klf4-Allel detektiert 
werden können. loxP = Klf4loxP/loxP (Kontrollen); ko = AMH-Cre/Klf4loxP/loxP (Mutanten); Null = 
konstitutive Klf4 „knock out” Maus, neugeboren; M = Marker; neg = PCR ohne Matrize. 
 
3.3.2 Untersuchungen zur Fertilität und Verteilung der 
Nachkommen 
Um zu überprüfen, ob die Deletion von Klf4 in den somatischen Sertoli-Zellen einen 
Einfluss auf die Fertilität der mutanten Männchen besaß, wurden AMH-
Cre/Klf4loxP/loxP Männchen mit gleichaltrigen Weibchen des Genotyps Klf4loxP/loxP 
verpaart. Dabei wurde darauf geachtet, dass die Tiere am Tag der Verpaarung nicht 
jünger als 6 und nicht älter als 15 Wochen waren. Die entsprechenden reziproken 
Kreuzungen wurden ebenfalls angesetzt und dienten zur Kontrolle. Folgende 
Parameter wurden bei gleichaltrigen Zuchtpaaren über einen Zeitraum von mindestens 
6 Monaten beobachtet: (1) der Zeitraum von der Verpaarung bis zur Geburt des ersten 
Wurfs, (2) Wurfgröße, (3) Anzahl der Würfe und (4) Verteilung der Nachkommen 
(Geschlecht, Genotyp: Kontrolle oder Mutante). Die Zuchtpaare mit mutanten 
Männchen und Kontrollweibchen zeigten bezüglich der Fertilität und Verteilung der 
M loxP loxP loxPko ko ko
4,8 kb
6,9 kb
p4 p5 adult
loxP (296 bp) 
Cre (392 bp)
ß-Act (698 bp)
loxP ko
neg
ko (495 bp)
Null
M Mp4 NH S p4 NH S S
(a)
(b)
C
re
/A
ct
in
K
lf4
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Nachkommen keinen Unterschied zu den vergleichbaren Zuchtpaaren mit 
Kontrollmännchen und AMH-Cre/Klf4loxP/loxP Weibchen: Der erste Wurf wurde im 
Durchschnitt 22 Tage nach der Verpaarung geboren. Die Anzahl der Nachkommen 
pro Wurf betrug durchschnittlich 8 bis 9 Tiere und binnen sechs Monaten wurden 5 
bis 6 Würfe zur Welt gebracht. Die Verteilung der Nachkommen hinsichtlich 
Geschlecht und Genotyp erfolgte nach den Mendel’schen Regeln (Daten nicht 
gezeigt).  
 
3.3.3 Bestimmung des Köper- und des Hodengewichtes von 
Mutanten und Kontrollmäusen 
Durch die Bestimmung des Hodengewichtes und des Körpergewichtes, bzw. der 
Relation zwischen beiden Parametern, sollte herausgefunden werden, ob die Anzahl 
der Sertoli-Zellen in Abhängigkeit von der An- (Klf4loxP/loxP Kontrollmäuse) bzw. 
Abwesenheit des Transkriptionsfaktors Klf4 (AMH-Cre/Klf4loxP/loxP Mutanten) 
variiert.  
 
Tab. 3-5. Vergleich des durchschnittlichen Körpergewichts von Sertoli-Zell-spezifischen Klf4 
„knock out“ Mäusen und Kontrollmäusen. 
 
Alter [Tage] Anzahl Genotyp *Körpergewicht [g] STABW [+/-] p-Wert 
365 12 loxP 46,14 6,43 0,8590 
365 10 ko 45,53 9,42  
168 4 loxP 39,53 3,1 0,6354 
168 4 ko 38,12 4,72  
84 4 loxP 34,5 2,47 0,9821 
84 4 ko 34,54 3,22  
56 3 loxP 28,6 1,12 0,6704 
56 3 ko 27,87 2,48  
18 19 loxP 10,71 1,76 0,1201 
18 17 ko 9,79 1,7  
16 7 loxP 6,66 1,36 0,6977 
16 5 ko 7,03 1,56  
 
Angegeben wird jeweils das *durchschnittliche Körpergewicht von Kontroll- bzw. mutanten Tieren 
einer Gruppe. LoxP = Klf4loxP/loxP (Kontrollen); ko = AMH-Cre/Klf4loxP/loxP (Mutanten); STABW = 
Standardabweichung. 
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Das Körper- sowie das Hodengewicht von Mutanten und Kontrollmäusen wurden 
über einen Zeitraum von 365 Tagen (p16, p18, p56, p84, p168, p365) bestimmt. Das 
Hodengewicht von Tieren weiterer postnataler Stadien (p9, p12, p15, p21, p24, p27), 
welche für andere Untersuchungen vorgesehen waren, wurde ebenfalls dokumentiert.  
 
Tab. 3-6. Vergleich des durchschnittlichen Hodengewichts von Sertoli-Zell-spezifischen Klf4 
„knock out“ Mäusen und Kontrollmäusen. 
 
Alter [Tage] Anzahl Genotyp *Hodengewicht [mg] STABW [+/-] p-Wert 
365 12 loxP 212,57 31,34 0,1933 
365 10 ko 228,9 24,16  
168 4 loxP 247,8 10,55 0,6474 
168 4 ko 241,23 25,21  
84 4 loxP 247,1 20,41 0,6646 
84 4 ko 239,83 24,41  
56 3 loxP 209,67 12,19 0,6573 
56 3 ko 205,57 10,25  
27 3 loxP 96,67 16,2 0,055 
27 6 ko 132,37 23,85  
24 3 loxP 75,43 8,26 0,88 
24 6 ko 73,22 6,63  
21 8 loxP 65,76 11,47 0,48 
21 7 ko 61,1 13,3  
18 28 loxP 45,92 7,66 0,066 
18 34 ko 41,75 9,52  
16 7 loxP 24,67 5,24 0,6977 
16 5 ko 25,92 5,47  
15 5 loxP 30,86 9,22 0,792 
15 4 ko 32,33 5,9  
12 5 loxP 17,56 5,18 0,1837 
12 4 ko 22,38 4,41  
 9 4 loxP 10,2 0,98 0,6687 
 9 4 ko 10,48 0,74  
 
Angegeben wird jeweils das *durchschnittliche Hodengewicht von Kontroll- bzw mutanten Tieren 
einer Gruppe. LoxP = Klf4loxP/loxP (Kontrollen); ko = AMH-Cre/Klf4loxP/loxP (Mutanten); STABW = 
Standardabweichung. 
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Es konnten sowohl beim Messen des Körpergewichtes, als auch bei der Bestimmung 
des Hodengewichtes keine signifikanten Unterschiede zwischen Mutanten und 
Kontrollen beobachtet werden. Die jeweiligen Werte sind den Tabellen 3-5 und 3-6 zu 
entnehmen. 
 
3.3.3.1 Untersuchung des Verhältnisses von „Hodengewicht“ in Relation zum 
„Körpergewicht“  
Um eine mögliche Änderung der Sertoli-Zell-Zahlen, aufgrund des von uns 
postulierten, verlängerten Proliferationsverhaltens und der möglicherweise 
beeinträchtigten terminalen Differenzierung Klf4-defizienter Sertoli-Zellen zu 
detektieren, wurden Hodengewichte und Körpergewichte eines Tieres in Relation 
zueinander gestellt. Der Quotient von Hodengewicht (paarweise in [mg]) zu 
Körpergewicht (in [mg]) mutanter Tiere wurde mit dem gleichaltriger Kontrollmäuse 
verglichen. Auch hier konnte kein statistisch signifikanter Unterschied zwischen 
konditionellen Klf4 „knock out“ Mäusen und ihren Kontrollen festgestellt werden 
(Abb. 3-8; Tab. 3-7). 
 
Abb. 3-8. Vergleichende Darstellung der Quotienten aus durchschnittlichem Hodengewicht und 
durchschnittlichem Körpergewicht bei Sertoli-Zell-spezifischen Klf4 „knock out“ Mäusen und 
Kontrolltieren. Die Balken repräsentieren jeweils die Mittelwerte der Quotienten aus 
durchschnittlichem Hodengewicht (paarig, in [mg]) und durchschnittlichem Körpergewicht (in [mg]) 
von Kontrolltieren (blau) oder Mutanten (rot) einer Altersgruppe (Alter in [Tagen]), inklusive der 
entsprechenden Standardabweichung. Die Werte sind Tab. 3-7 zu entnehmen. loxP = Klf4loxP/loxP 
(Kontrollen); ko = AMH-Cre/Klf4loxP/loxP (Mutanten). 
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Tab. 3-7. Vergleich der Quotienten aus durchschnittlichem Hodengewicht und 
durchschnittlichem Körpergewicht von Sertoli-Zell-spezifischen Klf4 „knock out“ Mäusen und 
Kontrollmäusen. 
 
Alter [Tage] Anzahl Genotyp 
*HG:KG 
(Quotient in [mg]) 
STABW [+/-] p-Wert 
365 12 loxP 4,68E-0,3 0,00085 0,2188 
365 10 ko 5,20E-0,3 0,00011  
168 4 loxP 6,92E-0,3 0,00038 0,8474 
168 4 ko 6,37E-0,3 0,00074  
84 4 loxP 7,16E-0,3 0,0003 0,8331 
84 4 ko 7,02E-0,3 0,0013  
56 3 loxP 7,35E-0,3 0,00055 0,9153 
56 3 ko 7,40E-0,3 0,00060  
18 19 loxP 4,37E-0,3 0,0006 0,4382 
18 17 ko 4,53E-0,3 0,0005  
16 7 loxP 3,71E-0,3 0,0003 0,9652 
16 5 ko 3,70E-0,3 0,00024  
 
*Quotient aus durchschnittlichem Hoden- und durchschnittlichem Körpergewicht von Kontroll- bzw. 
mutanten Tieren einer Gruppe. LoxP = Klf4loxP/loxP (Kontrollen); ko = AMH-Cre/Klf4loxP/loxP 
(Mutanten); HG = Hodengewicht; KG = Körpergewicht; STABW = Standardabweichung. 
 
3.3.4 Hormonanalysen 
Hormone spielen eine wichtige Rolle während der Entwicklung der Sertoli-Zelle – 
insbesondere bei ihrer Proliferation und Reifung – und beeinflussen folglich ihre 
Funktionalität. Sertoli-Zellen sind Zielzellen für definierte Hormone (z.B. FSH, 
Testosteron), deren Signale sie übersetzen und deren Wirkungen sie somit letztendlich 
auf die Keimzellen übertragen (Sharpe et al., 2003; Walker und Cheng, 2005). Die 
Bestimmungen der Konzentrationen von FSH und Testosteron im Serum der 
untersuchten Tiere wurden von Reinhild Sandhowe-Klaverkamp am Institut für 
Reproduktionsmedizin in Münster durchgefürt. Die Messungen der T3-
Konzentrationen im Mausserum wurden vom Zentrallabor des Universitätsklinikums 
Essen vorgenommen. 
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3.3.4.1 Follikel-stimulierendes Hormon (FSH) 
Das hypophysäre Follikel-stimulierende Hormon (FSH) ist essentiell für die prä- und 
neonatale Proliferation der Sertoli-Zellen und deren funktionelle Reifung (Singh und 
Handelsman, 1996; Dierich et al., 1998; Sairam und Krishnamurthy, 2001). Da zudem 
die Expression des Transkriptionsfaktors Klf4 durch FSH induziert werden kann 
(Hamil und Hall, 1994; McLean et al., 2002; Sadate-Ngatchou et al., 2004), wurden 
die Konzentrationen des FSH im Serum von Kontrollmäusen sowie Sertoli-Zell-
spezifischen Klf4 „knock out“ Mäusen an den postnatalen Tagen p16, p18, p56, p84, 
p168 und p365 bestimmt. Die Anzahl der Tiere pro Gruppe und pro untersuchtem Tag 
betrug mindestens drei. Obwohl insgesamt eine Tendenz zu niedrigeren FSH-
Konzentrationen bei den mutanten Tieren beobachtet werden konnten, war kein 
signifikanter Unterschied im Hinblick auf die FSH-Konzentrationen im Serum 
zwischen Kontrollen und Mutanten festzustellen. Auch der starke Anstieg der FSH-
Konzentration im Serum der Kontrollen zwischen den Tagen p16 und p18 (Einsetzen 
des G0-Arrests bei allen Sertioli-Zellen) verlief in den Mutanten vergleichbar 
(Tab. 3-8). 
 
Tab. 3-8. Konzentrationen des Follikel-stimulierenden Hormons (FSH) im Serum von Sertoli-
Zell-spezifischen Klf4 „knock out“ Mäusen und Kontrollmäusen. 
 
Alter [Tage] Anzahl Genotyp FSH-Konzentration [ng/ml] STABW [+/-] p-Wert 
365 5 loxP 20,28 6,0 0,3671 
365 5 ko 17,48 2,63  
168 4 loxP 24,93 10,11 0,7127 
168 4 ko 27,2 6,1  
84 4 loxP 25,08 2,78 0,4004 
84 4 ko 21,23 8,04  
56 3 loxP 31,13 7,65 0,3917 
56 3 ko 25,5 6,68  
18 16 loxP 12,81 8,61 0,8166 
18 15 ko 12,19 5,73  
16 8 loxP 4,45 5,84 0,9183 
16 6 ko 4,12 5,97  
 
LoxP = Klf4loxP/loxP (Kontrollen); ko = AMH-Cre/Klf4loxP/loxP (Mutanten); STABW = 
Standardabweichung. 
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3.3.4.2 Testosteron  
Testosteron wird von den Leydig-Zellen synthetisiert und kann durch die Bindung an 
den von Sertoli-Zellen exprimierten Androgen-Rezeptor die Spermatogenese 
beeinflussen (De Gendt et al., 2004). Testosteronkonzentrationen im Serum wurden 
bei 8 (p56), 12 (p84) und 24 Wochen (p168) alten Kontrollen und Mutanten bestimmt. 
Jede Gruppe bestand aus mindestens drei Tieren. Unterschiede bezüglich der 
Testosteron-Konzentration konnten nicht festgestellt werden (Tab. 3-9). 
 
Tab. 3-9. Testosteron-Konzentrationen im Serum von Sertoli-Zell-spezifischen Klf4 „knock out“ 
Mäusen und Kontrollmäusen. 
 
Alter [Tage] Anzahl Genotyp Testosteron-Konzentration [nMol/l] STABW [+/-] p-Wert 
168 4 loxP 17,93 14,7 0,5570 
168 4 ko 27,45 26,9  
84 4 loxP 1,75 0,65 0,1149 
84 4 ko 2,725 0,84  
56 3 loxP 14,17 10,76 0,1264 
56 3 ko 2,17 0,83  
 
LoxP = Klf4loxP/loxP (Kontrollen); ko = AMH-Cre/Klf4loxP/loxP (Mutanten); STABW = 
Standardabweichung. 
 
3.3.4.3 Trijodthyronin (T3) 
Die Anzahl der Sertoli-Zellen definiert die Anzahl der Keimzellen pro Hoden, die 
Anzahl pro Tag produzierter Spermatozoen und folglich die Hodengröße (Orth et al., 
1988). Die Konzentrationen des Thyroidhormons T3 spielen eine wichtige Rolle bei 
der Proliferationsdauer und Induktion der Sertoli-Zell-Reifung (Arambepola et al., 
1998; Holsberger et al., 2003). Die Messungen der Trijodthyronin-Konzentrationen im 
Serum von jeweils drei adulten Tieren der Kontrollgruppe sowie drei adulten 
konditionellen Klf4 „kock out“ Mäusen ergaben keinen Unterschied zwischen den 
beiden Gruppen (Tab 3-10). 
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Tab. 3-10. Konzentrationen des Trijodthyronin (T3) Hormons im Serum von Sertoli-Zell-
spezifischen Klf4 „knock out“ Mäusen und Kontrollmäusen. 
 
Alter Anzahl Genotyp T3-Konzentration [nMol/µl] STABW [+/-] p-Wert 
adult 3 loxP 0,963 0,12 0,7982 
adult 3 ko 0,93 0,18  
 
LoxP = Klf4loxP/loxP (Kontrollen); ko = AMH-Cre/Klf4loxP/loxP (Mutanten); STABW = 
Standardabweichung. 
 
3.3.5 Vergleichende histologische Analysen von Hoden von 
konditionellen Klf4 „knock out“ Mäusen und Kontrollmäusen 
Hoden adulter konditioneller Klf4 „knock out“ Mäuse erscheinen histologisch 
unauffällig und produzieren Spermien. Der Verlust von Klf4 in Sertoli-Zellen scheint 
somit keine gravierenden Auswirkungen auf die Spermatogenese und Fertilität dieser 
Tiere zu haben. Um zu überprüfen, ob der Transkriptionsfaktor Klf4 eine Rolle im 
juvenilen Hoden während der Sertoli-Zell-Reifung spielt, wurden histologische 
Analysen an diversen postnatalen Hodenentwicklungsstadien (postnatale Tage p16, 
p18, p20) sowie an adulten Hoden konditioneller Klf4 „knock out“ Mäuse (Amh-
Cre/Klf4loxP/loxP) durchgeführt. An p18 ist die proliferative Phase der Maus-Sertoli-
Zellen abgeschlossen und alle Sertoli-Zellen gelten als terminal differenziert 
(Vergouwen et al., 1991; Vergouwen et al., 1993). Falls Klf4 die Sertoli-Zell-Reifung 
beeinflusst, so sollte zu diesem Zeitpunkt die Auswirkung der Klf4-Defizienz in 
Sertoli-Zellen am deutlichsten erkennbar sein.  
Als Kontrollen dienten abermals Cre-negative Tiere mit homozygot gefloxten Klf4-
Allelen (Klf4loxP/loxP). Verglichen wurden jeweils Geschwister desselben Wurfs. 
Die Anfertigung der nachfolgend beschriebenen Semidünnschnitte sowie die 
Herstellung der für die Transmissionselektronenmikroskopie benötigten 
Ultradünnschnitte wurden von der technischen Assistentin des Instituts für Anatomie, 
Dorothee Schünke, vorgenommen. 
 
3.3.5.1 Verzögerte Ausbildung des tubulären Lumens in konditionellen Klf4 
„knock out“ Mäusen 
Semidünnschnitte besitzen aufgrund ihrer Schnittdicke (in dieser Arbeit 0,5µm) ein 
besseres lichtmikroskopisches Auflösungsvermögen als Paraffinschnitte. Sie erlaubten 
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somit eine sehr gute lichtmikroskopische Beurteilung des zu untersuchenden 
Gewebes. 
Die Reifung einer Sertoli-Zelle geht einher mit der Ausbildung der Blut-Hoden-
Schranke zwischen benachbarten Sertoli-Zellen, der Einstellung ihrer 
Proliferationsaktivität sowie zunehmender apikaler Sekretion und der Ausbildung 
eines Tubuluslumen (Sharpe et al., 2003; Walker, 2003). 
Lichtmikroskopische Untersuchungen von Semidünnschnitten postnataler Tage 16 
(p16), p18, p20 und von adulten Hoden zeigten einen starken morphologischen 
Unterschied zwischen Mutanten und Kontrollen auf, der auf eine Verzögerung der 
Reifung Klf4-defizienter Sertoli-Zellen schließen lässt. Während an p16 das 
Keimepithel sowohl von mutanten als auch von Kontrollmäusen aufgrund der noch 
geschlossenen Tubuli immatur erschien, konnte bei den Kontrollen an p18 ein 
Reifungsfortschritt ausgemacht werden: die Mehrzahl der Samenkanälchen hatte ein 
Lumen ausgebildet, was als ein Indikator für eine reife Sertoli-Zelle angesehen 
werden kann (Russell et al., 1989; Sharpe et al., 2003). Hoden mit Klf4-defizienten 
Sertoli-Zellen jedoch wiesen nur wenige Tubuli mit Lumen auf. Die Mehrheit der 
Samenkanälchen war noch geschlossen, so dass sich das Erscheinungsbild von 
mutanten p18 Hoden kaum von dem der p16 Hoden unterscheiden ließ. Diese 
morphologische Diskrepanz konnte ebenfalls, wenn auch etwas schwächer ausgeprägt, 
bei dem Vergleich mutanter p20 Hoden mit den entsprechenden Kontrollhoden 
festgestellt werden (Abb. 3-9). 
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Abb. 3-9. Histologische Untersuchungen an Semidünnschnitten des Keimepithels juveniler 
konditioneller Klf4 „knock out” Mäuse im Vergleich zu Kontrolltieren. Gezeigt werden Stadien 
um den Zeitpunkt der terminalen Sertoli-Zell-Differenzierung. An p16 weisen nahezu alle Tubuli bei 
Mutanten sowie Kontrolltieren noch kein Lumen auf. Im Zuge der Sertoli-Zell-Reifung ist bei 
Kontrolltieren an p18 und p20 eine kontinuierliche Zunahme von Tubuli mit Lumen zu beobachten. An 
p20 weisen fast alle Kontrolltubuli Lumina auf. Dieser Reifungsprozess ist bei den Tubuli mutanter 
Tiere nur verzögert zu beobachten: an p18 treten vereinzelt Tubuli mit Lumen auf. An p20 nimmt der 
Anteil der Tubuli mit Lumen zu. Der Großteil der Tubuli ist jedoch noch geschlossen. Verglichen 
wurden jeweils Hoden von Geschwistern desselben Wurfs. Kontrolle = Klf4loxP/loxP; Mutante = AMH-
Cre/Klf4loxP/loxP. 
 
Die morphometrischen Auswertungen ergaben, dass 75 % der ausgezählten, quer 
angeschnittenen und deshalb im Schnitt kreisrund erscheinenden Tubuli von p18 
Kontrollmäusen ein klar erkennbares Lumen ausgebildet hatten, während 25 % der 
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Tubuli noch geschlossen waren. An p20 wiesen 86,84 % aller Samenkanälchen der 
Kontrollen ein Lumen auf – nur 13,16 % besaßen keines. Die an den 
Semidünnschnitten der Tubuli mit Klf4-defizienten Sertoli-Zellen beobachtete 
Entwicklungsverzögerung ergab, dass an p18, zum Zeitpunkt des Abschlusses der 
terminalen Sertoli-Zell-Differenzierung, nur 31,58 % mutanter Samenkanälchen ein 
Lumen gebildet hatte, während eine Mehrheit von 68,42 % geschlossen war. Auch an 
p20 war die Verzögerung der Sertoli-Zell-Reifung deutlich zu erkennen: nur die 
Hälfte (49,25 %) der Tubuli mutanter Tiere hatte ein Lumen ausgebildet. 50,74 % der 
Samenkanälchen hingegen waren noch geschlossen (Abb. 3-10). Im adulten Hoden 
(p56) konnte keine Reifungsverzögerung des Keimepithels mit Klf4-defizienten 
Sertoli-Zellen gegenüber den Kontrollen mehr festgestellt werden.  
 
 
Abb. 3-10. Lumenbildung der Samenkanälchen in juvenilen Hoden von konditionellen Klf4 
„knock out” Mäusen und Kontrollmäusen. Die morphometrischen Auswertungen kreisrunder 
Kontroll- sowie mutanter Tubuli an den postnatalen Tagen 18 (p18) und p20 zeigen eine Verzögerung 
der Lumenformation in Mutanten zum Zeitpunkt der terminalen Sertoli-Zell-Differenzierung. Der 
grüne Säulenabschnitt gibt den prozentualen Anteil offener Tubuli, der rote den prozentualen Anteil 
geschlossener Tubuli an. loxP = Klf4loxP/loxP; ko = AMH-Cre/Klf4loxP/loxP; n = Anzahl analysierter 
kreisrunder Tubuli. 
 
Des weiteren zeigte die Ausmessung der Durchmesser exakt quer geschnittener und 
deshalb im Schnitt kreisrund erscheinender Tubuli, dass diese an p18 bei mutanten 
Mäusen leicht, aber statistisch signifikant größer waren, als die entsprechender 
Kontrollen (124,6 µm +/- 10.5 µm versus 121,5 µm +/- 9,1 µm; p < 0,033). Mit 
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zunehmender Anzahl postmeiotischer Keimzellen (Nebel et al., 1961) zwischen p18 
und p20 wurde der Tubulusdurchmesser deutlich größer. Es war an p20 jedoch zu 
beobachten, dass nun die Durchmesser der Kontrolltubuli im Vergleich zu denen der 
Mutanten leicht, aber ebenfalls signifikant größer waren (154,47 µm +/- 9,88 µm 
versus 150,64 µm +/- 12,33 µm; p < 0,042) (Abb. 3-11). Die Tubulidurchmesser im 
Hoden adulter (p56) Kontrolltiere unterschieden sich allerdings nicht von denen 
mutanter Tiere. 
 
 
Abb. 3-11. Durchmesser von exakt quer geschnittenen und deshalb im histologischen Bild 
kreisrund erscheinenden Tubuli in juvenilen Hoden von konditionellen Klf4 „knock out” Mäusen 
und Kontrollmäusen. Am postnatalen Tag 18 (p18) weisen die Tubuli mutanter Tiere einen leicht, 
aber statistisch signifikant größeren Durchmesser auf, als die der Kontrollen. An p20 kehrt sich das 
Verhältnis um: der Durchmesser der Kontrolltubuli ist nun etwas größer, als der der Mutanten. Blaue 
Säulen repräsentieren den Tubulusdurchmesser von Kontrollen, rote den der Mutanten. loxP = 
Klf4loxP/loxP; ko = AMH-Cre/Klf4loxP/loxP; n = Anzahl kreisrunder Tubuli. *p < 0,033; **p < 0,043. 
 
3.3.5.2 Das Keimepithel in konditionellen Klf4 „knock out“ Mäusen erscheint 
häufig ungeordnet und weist eine starke Vakuolisierung auf 
Detaillierte histologische Untersuchungen wurden mittels 
Transmissionselektronenmikroskopie an postnatalen Tag 18 Hoden durchgeführt. 
Hierbei wurde abermals das Keimepithel Sertoli-Zell-spezifischer Klf4 „knock out“ 
Mäuse (Cre+/Klf4-loxP/loxP) mit dem von Kontrollmäusen (neg./Klf4-loxP/loxP) 
verglichen. Die Nuklei Klf4-defizienter Sertoli-Zellen zeigten keine Anomalien im 
Vergleich zu Kontrollmäusen. Die Sertoli-Zell-Kerne Klf4-defizienter Mäuse sind in 
der Nähe der Basallamina lokalisiert und weisen ein schwach gefärbtes, nicht 
kondensiertes Chromatin auf. In Abhängigkeit von der Schnittebene des Präparates 
sind ein für die Sertoli-Zelle typischer, prominenter Nukleolus sowie assoziierte 
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Satellitenkörperchen zu erkennen (Abb. 3-12). Im juvenilen, einhergehend mit dem 
Auftreten bestimmter Meiosestadien sowie fortschreitender Reifung der Sertoli-
Zellen, wird in der basolateralen Region zwischen zwei benachbarten Sertoli-Zellen 
die sogenannte Blut-Hoden-Schranke ausgebildet. Sie separiert basales und 
adluminales Kompartiment und ermöglicht somit die Schaffung eines einzigartigen, 
für die Spermatogenese unerlässlichen Milieus. Die Blut-Hoden-Schranke wird von 
„Tight Junctions“, Aktinfilamenten und Zisternen endoplasmatischen Retikulums 
aufgebaut (Dym und Fawcett, 1970; Russell, 1978). 
Die elektronenmikroskopischen Untersuchungen zeigen, dass die Bestandteile dieser 
Barriere sowohl im Keimepithel konditioneller Klf4 „knock out“ Mäuse als auch in 
dem von Kontrolltieren vorzufinden sind. Da zudem die Mutanten fertil sind, ist 
davon auszugehen, dass die Blut-Hoden-Schranke – trotz Sertoli-Zell-spezifischer 
Deletion von Klf4 – in Mutanten intakt ist (Abb. 3-12b). 
Insgesamt betrachtet weisen geschlossene Tubuli juveniler konditioneller Klf4 „knock 
out“ Tiere ein hochgradig ungeordnetes Keimepithel auf. Das Cytoplasma Klf4-
defizienter Sertoli-Zellen ist – im Gegensatz zum intakten Sertoli-Zell-Nukleus – stark 
verändert. Es sind Vakuolen unterschiedlicher Größe zu beobachten, die das gesamte 
Keimepithel durchziehen und möglicherweise ein geordnetes „Einbetten“ der bis zu 
diesem Zeitpunkt auftretenden Keimzellreifungsstadien (von Spermatogonien bis zu 
Pachytänspermatocyten sowie ersten runde Spermatiden) behindern. Diese Vakuolen 
weisen membranähnliche Strukturen auf und können Organellen beinhalten, was 
darauf schließen lässt, dass sie cytoplasmatischen Ursprungs sind. Die Organellen 
selbst jedoch, wie z.B. die Mitochondrien, der Golgi-Apparat, die Lysosomen und das 
Endoplasmatisches Retikulum, scheinen in Klf4-defizienten Sertoli-Zellen intakt zu 
sein. Das Cytoplasma benachbarter Keimzellen ist von der Vakuolisierung nicht 
betroffen (Abb. 3-12). 
Der Eindruck hoher Unordnung in den Tubuli mutanter Tiere wird letztendlich 
aufgrund der fehlenden, bzw. verzögerten Ausbildung des Tubuluslumen sowie der 
starken Vakuolisierung im Sertoli-Zell-Cytoplasma verstärkt. Das Keimepithel von 
Kontrolltieren liefert hingegen ein strukturiertes Erscheinungsbild und beinhaltet nur 
vereinzelt Vakuolen (Abb. 3-12a, Übersicht). Tubuli mit einem ähnlich hohen Grad an 
Unordnung oder ähnlicher starker Vakuolisierung des Sertoli-Zell-Cytoplasmas sind 
in den wenigen, noch geschlossenen Tubuli der Kontrollmäusen nicht zu beobachten. 
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Abb. 3-12. Transmissionselektronenmikroskopische Untersuchungen des Keimepithels von 
konditionellen Klf4 „knock out“ Mäusen und Kontrolltieren am postnatalen Tag 18 (p18). (a) Die 
Übersicht (2500 x) zeigt das Keimepithel von der Basallamina (Pfeil) bis zur Tubulusmitte von Tag 18 
Hoden. Während die meisten Tubuli der Kontrollen (Klf4loxP/loxP) ein Lumen ausgebildet haben (oberere 
Bildrand) und das Keimepithel einen hohen Ordnungsgrad ausweist, erscheint das Keimepithel 
konditioneller Klf4 „knock out“ Mäuse (AMH-Cre/Klf4loxP/loxP) wenig organisiert. Zellgrenzen sind 
kaum zu erkennen. Die Kerne der Sertoli-Zellen (SZ) sind bei beiden Gruppen jedoch in der Nähe der 
Basallamina lokalisiert. Das Cytoplasma von Mutanten ist von Vakuolen (v) unterschiedlicher Größe 
durchzogen, welche membranöse Strukturen aufweisen können (Pfeil mit geschlossenem Kopf). Die 
Mitte des geschlossenen mutanten Tubulus ist durch einen Stern gekennzeichnet. (b) Ein detaillierter 
Ausschnitt (6000 x) der basalen Region eines Tubuli zeigt, dass die Blut-Hoden-Schranke („Tight 
Junctions“, Pfeilkopf) sowohl bei Kontrolltieren als auch bei Mutanten vorzufinden ist: blaue Pfeile 
kennzeichnen Aktinfilamentbündel, rote Pfeile repräsentieren Zisternen des endoplasmatischen 
Retikulums. Bei der Mutante ist zudem eine Vakuole mit membranösen Einschlüssen zu beobachten 
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(Pfeil mit geschlossenem Kopf). g = Golgi-Apparat; l = Lysosom; m = Mitochondrium; mz = myoide 
Zelle; n = Nukleolus; s = assoziiertes Satellitenkörperchen; sz = Sertoli-Zell-Kern; v = Vakuole. 
 
3.3.6 Bestimmung des Sertoli-Zell-Reifungsstatus anhand von 
Markergenexpression  
Im Laufe der männlichen Entwicklung durchläuft die Sertoli-Zelle eine drastische 
morphologische und funktionelle Veränderung. Es erfolgt ein Wechsel von einem 
immaturen, proliferativen Zustand der Sertoli-Zelle zu einem reifen, nicht-
proliferativen Status. Untersuchungen bezüglich der Expression von Markergenen 
können Aufschluss über den Reifungsstatus einer Sertoli-Zelle geben (Sharpe et al., 
2003; Brehm und Steger, 2005).  
Aufgrund der Tatsache, dass um den Zeitpunkt der terminalen Sertoli-Zell-
Differenzierung an p18 sowie an p20 Hoden konditioneller Klf4 „knock out“ Mäuse 
eine Entwicklungsverzögerung festgestellt werden konnte, sollte der Reifungszustand 
Klf4-defizienter Sertoli-Zellen mit dem von Kontrolltieren während der 
Hodenentwicklung verglichen werden. Hierzu wurden Hoden diverser präpubertärer, 
pubertärer und postpubertärer Stadien gesammelt (postnataler Tag 6 (p6), p12, p15, 
p18, p21, p24, adult (= p56)) und einer Immunhistochemie (IHC) für verschiedene 
Markerproteinen unterzogen. Verglichen wurden in jedem analysierten Stadium 
Hoden von Geschwistern desselben Wurfs. Die immunhistochemischen Färbungen 
der postnatalen Tage 12 und p24 wurden nicht gezeigt. 
Als Proteinmarker dienten u.a. das Anti-Müller-Hormon (Amh), welches von 
immaturen Sertoli-Zellen produziert wird (Rajpert-De Meyts et al., 1999). Die stärkste 
Expression des Anti-Müllerschen Hormons konnte in unserer Versuchsreihe an p6 im 
Sertoli-Zell-Cytoplasma detektiert werden. Die Signalintensität sank jedoch mit 
zunehmendem Alter stetig, so dass an p12 und p15 eine wesentlich schwächere 
Expression als in den jüngeren Stadien zu beobachten war. An p18 war die Amh-
Expression vollständig eingestellt. Ein Vergleich diverser Hodenstadien von 
konditionellen Klf4 „knock out“ Mäusen und Kontrolltieren ergab jedoch keinen 
Unterschied bezüglich der Amh-Expression (Abb. 3-13). 
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Abb. 3-13. Expression des Anti-Müller-Hormons (Amh) in Klf4-defizienten Sertoli-Zellen und 
Kontrollen als Marker für immature Sertoli-Zellen über einen Entwicklungszeitraum vom 
postnatalen Tag 6 (p6) bis adult. Ein sehr starkes Amh-Signal konnte im Cytoplasma von p6 Sertoli-
Zellen detektiert werden. An p15 zeigten nur noch wenige Tubuli eine schwache cytoplasmatische 
Amh-Expression, welche an p18 und den darauf folgenden Stadien vollständig eingestellt war. ko = 
AMH-Cre/Klf4loxP/loxP; loxP = Klf4loxP/loxP; neg = Negativkontrolle, ohne Erstantiköper. 
 
Obwohl die Androgen-Rezeptor-Expression als ein Charakteristikum reifer Sertoli-
Zellen angesehen wird, fällt diese nicht exakt mit dem Zeitpunkt ihrer terminalen 
Differenzierung zusammen, sondern setzt früher ein. Zudem ist bekannt, dass diese in 
Abhängigkeit vom Spermatogenesezyklus schwankt (Bremner et al., 1994). In dieser 
Arbeit wurde die Expression des Androgen-Rezeptors (AR) über einen Zeitraum von 
p6 bis adult verfolgt. Schon an p6 zeigten die peritubulären myoiden Zellen ein 
starkes AR-Signal. In Sertoli-Zellen jedoch konnte der AR erstmals schwach an p12 
detektiert werden. Einhergehend mit Abnahme der Poliferation und fortschreitender 
Differenzierung der Sertoli-Zellen, nahm die Proteinexpression des Androgen-
Rezeptors stetig zu. Im adulten Hoden waren Intensitätsunterschiede des AR-Signals 
in Abhängigkeit vom Spermatogenesezyklus erkennbar. Es konnte jedoch kein 
Unterschied zwischen Mutanten und Kontrollen ausgemacht werden (Abb. 3-14). 
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Abb. 3-14. Expression des Androgen-Rezeptors (AR) in Klf4-defizienten Sertoli-Zellen und 
Kontrollen über einen Entwicklungszeitraum vom postnatalen Tag 6 (p6) bis adult. Im juvenilen 
Hoden wird der AR in den peritubulären Zellen sythetisiert. An p15 kann er ebenfalls in Sertoli-Zellen 
detektiert werden. Ab p18 ist eine starke AR-Expression in den Sertoli-Zell-Kernen, die nun an der 
Basallamina liegen, zu erkennen. ko = AMH-Cre/Klf4loxP/loxP; loxP = Klf4loxP/loxP. 
 
Als weiteres Markerprotein für reife Sertoli-Zellen, wurde der Cyclin-abhängige 
Kinase-Inhibitor p27Kip1 verwendet, dessen Expression mit einer Inhibition der 
Proliferation einhergeht und somit in reifen Sertoli-Zellen detektiert werden kann 
(Beumer et al., 1999; Cipriano et al., 2001). Auch die Expression dieses 
Markerproteins wurde mittels Immunhistochemie über den Entwicklungszeitraum von 
p6 bis adult verfolgt. Einzelne p27Kip1-positive Zellen konnten über den gesamten 
Entwicklungszeitraum von p6 bis p24 beobachtet werden. Es ist anzunehmen, dass 
während der postnatalen Hodenentwicklung in der G1-Phase des Zellzyklus 
befindliche Sertoli-Zellen ein p27Kip1-Signal zeigten (Beumer et al., 1999), da die 
proliferative Phase der Sertoli-Zellen erst an p17 eingestellt wird (Vergouwen et al., 
1993). Im adulten Hoden konnte in sämtlichen Sertoli-Zellen eine starke p27kip1-
Expression detektiert werden. Allerdings war auch bei der Analyse dieser 
Markerproteinexpression kein Unterschied zwischen Kontrollen und Hoden mit Klf4-
defizienten Sertoli-Zellen zu erkennen (Abb. 3-15). 
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Abb. 3-15. Expression von p27Kip1 in Klf4-defizienten Sertoli-Zellen und Kontrollen als Marker 
reifer Sertoli-Zellen über einen Entwicklungszeitraum vom postnatalen Tag 6 (p6) bis adult. 
Vereinzelte p27Kip1-positive Zellen sind bereits im juvenilen Hoden zu erkennen. Erst im adulten Hoden 
ist eine starke p27Kip1-Proteinexpression eindeutig in allen Sertoli-Zellen zu detektieren. ko = AMH-
Cre/Klf4loxP/loxP; loxP = Klf4loxP/loxP. 
 
3.3.7 Apoptose-Assay: aktive Caspase 3 
Die aktive Caspase 3 ist ein Schlüsselfaktor für die Apoptose, da sie eine Rolle bei der 
proteolytischen Spaltung wichtiger Proteine spielt (Fernandes-Alnemri et al., 1994; 
Nicholson et al., 1995). Aus diesem Grund wird sie als Marker für apoptotische Zellen 
verwendet. Um zu untersuchen, inwiefern sich der Verlust von Klf4 in Sertoli-Zellen 
auf die Keimzellreifung auswirkt und eine mögliche Eliminierung dieser Zellen 
verursacht, wurden in Bouin fixierte und in Paraffin eingebettete p18 Hoden einer 
Immunhistochemie unterzogen, mit Hilfe derer die aktive Form der Caspase 3 
detektiert und somit Rückschlüsse auf die Apoptoserate gezogen werden konnten. Die 
Anzahl der Tubuli mit ungefärbten Zellen wurde in Relation zu der Anzahl solcher 
Tubuli gesetzt, welche aktive Caspase 3-positive Zellen enthielten. Es konnte jedoch 
kein Unterschied zwischen p18 Kontrollhoden und p18 Hoden konditioneller Klf4 
„knock out“ Mäuse festgestellt werden. Ferner konnten weder in Hoden von 
Kontrolltieren noch in Hoden von Mutanten apoptotische Sertoli-Zellen detektiert 
werden (Daten nicht gezeigt). 
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3.3.8 DNA-Microarray-Analysen zeigen eine veränderte 
Genexpression in Hoden konditioneller Klf4 „knock out“ 
Mäuse auf 
„Krüppel-like Faktor 4“ ist ein Zinkfingertranskriptionsfaktor, der eine essentielle 
Rolle während Differenzierungsprozessen einiger Epithelzelltypen spielt und am 
Zellzyklusgeschehen beteiligt sein kann (Shields et al., 1996; Segre et al., 1999; Katz 
et al., 2002; Chen et al., 2003; Yoon et al., 2003). Einige Zielgene, die durch Klf4 
reguliert werden, sind in der Literatur bereits beschrieben. Klf4 kann sowohl als 
Transkriptionsaktivator wie auch als Repressor agieren (Jenkins et al., 1998; Zhang et 
al., 1998; Shie et al., 2000; Chen et al., 2002). In dieser Arbeit sollten Gene, welche in 
der Sertoli-Zelle direkt oder indirekt durch Klf4 reguliert werden, mit Hilfe von 
sogenannten Microarray-Analysen identifiziert werden.  
Der „Mouse Genome 430 2.0 Array“ der Firma Affymetrix repräsentiert laut 
Hersteller die Transkripte des gesamten Mausgenoms in Form einzelsträngiger 
cDNA-Fragmente auf seiner Oberfläche. Die Microarrays wurden mit in cRNA 
umgeschriebener RNA aus Hoden konditioneller Klf4 „knock out“ Tiere und von 
Kontrollmäusen hybridisiert. Insgesamt wurden pro Gruppe jeweils vier 
unterschiedliche RNA-Proben aus vier individuellen p18 Hoden eingesetzt, so dass 
letztendlich acht verschiedene Microarrays analysiert werden konnten.  
 
3.3.8.1 Vergleichende Microarray-Analysen 
Ein Ziel dieser Arbeit bestand darin, das Transkriptom des Hodens der generierten 
Sertoli-Zell-spezifischen Klf4 „knock out“ Mäuse (AMH-Cre/Klf4loxP/loxP) mit dem 
von Kontrollmäusen zu vergleichen, deren Genom sich durch homozygot gefloxte 
Klf4-Allele auszeichnete (Klf4-loxP/loxP). Mit Hilfe der Microarray-Analysen galt es 
Kandidatengene zu ermitteln, die durch den Sertoli-Zell-spezifischen Verlust des 
Transkriptionsfaktors Klf4 veränderte Expressionsprofile zeigten. Diese im Vergleich 
zur Kontrolle andersartig regulierten Gene sollten auch einen Hinweis auf einen 
möglichen molekularen Erklärungsansatz für die zuvor beschriebene 
Entwicklungsverzögerung in den Samenkanälchen des juvenilen Maushodens liefern. 
Zur Identifizierung von Genen mit verändertem Expressionsprofil wurden die Daten 
der Arrays der mutanten Tiere denen der Kontrolltiere gegenübergestellt. Pro „probe 
set“ wurden mitsamt 16 vergleichende Analysen angeführt. So wurden also die Daten 
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eines Arrays jeder Mutante mit den entsprechenden Ergebnissen eines jeden 
Kontrollarrays miteinander verglichen. 
Bestimmte Selektionskriterien sollten sicherstellen, dass nur verlässlich gemessene 
Expressionsdaten in die Auswertungen miteinbezogen wurden. Die sogenannte 
„signal log ratio“ lieferte einen quantitativen Schätzwert für die Änderung des 
Expressionsniveaus eines Gens. Sie wurde durch den Vergleich der Signalintensitäten 
von zwei einander entsprechenden „probe sets“ auf dem Mutanten- und dem 
Kontrollarray kalkuliert. Es wurden nur solche Gene als differentiell exprimiert 
angesehen und in die Auswertung miteinbezogen, deren „signal log ratio“ größer als 
0,585 bzw. dessen Expression um mindestens 1,5-fach erhöht war, denn log2 1,5 = 
0,585. Entsprechendes galt für in Mutanten herunterregulierte Gene: hier war die 
„signal log ratio“ kleiner als -0,585, bzw. die Genexpression um mindestens 1,5-fach 
herunterreguliert, also log2 0,667. = -0,585. Des weiteren wurden die Daten in der 
vergleichenden Analyse einem „Mann-Whitney“-Test unterzogen. Dieser Test 
ermittelte, ob die Änderung in der Signalstärke eines Gens zwischen den zwei 
experimentellen Gruppen (AMH-Cre/Klf4-loxP/loxP Mutanten versus Klf4loxP/loxP 
Kontrollen) statistisch signifikant war und berechnet aus den Daten einen 
quantitativen Wert für das Maß der Regulation. Für die weiteren Auswertungen 
wurden nun nur solche Gene in Betracht gezogen, die einem Wahrscheinlichkeitswert 
p („change p-value“) von kleiner oder gleich 0,05 standhielten. Weiterhin wurde 
gefordert, dass ein durch ein „probe set“ repräsentiertes Gen in mindestens 50 % der 
analysierten Proben als anwesend („present call“) detektiert werden musste. Nach 
Anwendung dieser Filterkriterien konnten insgesamt 1522 Gene in den Hoden Sertoli-
Zell-spezifischer Klf4 „knock out“ Mäuse als differentiell exprimiert angesehen 
werden, wobei die Expression von 859 Genen erhöht und die von 663 Genen 
erniedrigt war. Um die Auswahl der Kandidatengene weiter einzuengen wurden 
strengere Filterkriterien gewählt. Zunächst wurde die „signal log ratio“ auf 0,766 bzw. 
-0,766 gesetzt, so dass nur Gene in Betracht gezogen wurden, die entweder mehr als 
1,7fach hoch- oder herunterreguliert waren. Darüber hinaus wurden nur solche Gene 
in die engere Auswertung miteinbezogen, bei denen eine Regulation in mindestens 50 
% der Vergleiche (ausgehend von einer Mutante) zu erkennen war und in dieselbe 
Richtung erfolgte. Wurde ein Transkript durch mehrere „probe sets“ repräsentiert, so 
fand eine Überprüfung der Expressionsprofile statt. Von weiteren Analysen 
ausgeschlossen wurden solche Gene, bei denen die Signale mehrer „probe sets“ nicht 
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in Einklang gebracht werden konnten. Nach der Anwendung dieser äußerst 
stringenten Filterkriterien konnte bei der Gegenüberstellung der Arraydaten mutanter 
Mäuse versus der Arraydaten von Kontrolltieren die ursprüngliche Anzahl von 663 
statistisch signifikant herunter-, bzw. von 859 hoch regulierten Genen auf 31 herunter- 
bzw. auf 20 hoch regulierte Gene reduziert werden. 
 
Zwei der Gene, die den angewandten Filterkriterien entsprachen, zeigten in Mutanten 
eine um mehr als 20-fach erniedrigte Expression. Eines dieser Gene wird als Htatip2 
oder auch TIP30 bezeichnet und spielt eine Rolle bei der Tumorprädisposition 
(NicAmhlaoibh und Shtivelman, 2001; Ito et al., 2003). Zudem ist die Htatip2-
Expression im differenzierten Zustand einer intestinalen Epithelzelllinie erhöht 
(Lindfors et al., 2001). Bei dem zweiten sehr stark herunterregulierten Gen handelt es 
sich um Sec811, welches in Prozesse wie gerichteter Vesikeltransport, Fusion von 
Vesikeln oder in Exocytose involviert ist (Ting et al., 1995; Shin et al., 2000). 
Die Expression zweier Mitglieder der Familie der nukleären Hormonrezeptoren, 
Nr4a1 und Nr4a2, deren Synthese durch einen FSH-Stimulus in Sertoli-Zellen 
induziert wird (McLean et al., 2002), ist in konditionellen Klf4 „knock out“ Mäusen 
um 5,8-fach bzw. 3,8-fach erhöht. Ebenfalls ist die Expression der heterogenen 
nucleären Ribonuleoprotein-Methyltransferase Hrmt1l3 in Mutanten um mehr als 3-
fach gesteigert.  
Die Expressionseigenschaften von Genen, die in den DNA-Microarrayanalysen 
infolge des Verlusts von Klf4 in Sertoli-Zellen als unterschiedlich reguliert 
identifiziert wurden, konnten mit Hilfe der RT-PCR exemplarisch für ausgewählte 
Zielgene bestätigt werden (Abb. 3-16). In Tabelle 3-11 wurden jeweils die nach den 
oben genannten Filterkriterien zehn am stärksten herunter- und hoch regulierten Gene 
zusammengefasst. Die „probe sets“, welche bisher nicht charakterisierte Transkripte 
repräsentieren, wurden in dieser Tabelle nicht berücksichtigt. Im Anhang ist die 
vollständige Auflistung der 51 in Mutanten differentiell exprimierten Gene zu finden 
(Tab. 7-2).  
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Abb. 3-16. Verifizierung der Microarraydaten ausgesuchter Gene mittels semiquantitativer RT-
PCR. Nach der Normalisierung von cDNA aus postnatalen Tag 18 (p18) Hoden von konditionellen 
Klf4 „knock out” Mäusen und Kontrolltieren wurde das relative Expressionsniveau möglicher Klf4-
Zielgene mittels RT-PCR überprüft. Die in Klammern gefassten Zahlen repräsentieren die Anzahl der 
PCR-Zyklen, rote (herunterreguliert) und grüne (hoch reguliert) Zahlen geben den in der Microarray-
Analyse ermittelten x-fachen Expressionsunterschied eines Gens zwischen Mutante und Kontrolle an. 
Die Normalisierung erfolgte mittel ß-Actin-PCR. ko = AMH-Cre/Klf4loxP/loxP; loxP = Klf4loxP/loxP. 
 
Die spezielle Aufarbeitung der RNA-Proben aus den Hoden sowie die notwendige 
Qualitätskontrolle der RNA wurden von mir selbst vorgenommen. Die Durchführung 
der DNA-Microarray-Analysen erfolgte dann – ebenso wie die Selektion der 
Expressionsdaten nach Standardfilterbedingungen – im Chip-Labor des 
Universitätsklinikums Essen unter der Leitung von Herrn PD Dr. Ludger Klein-
Hitpass. 
 
 
 
 
 
 
 
ko loxP
ß-Actin (19x)
Htatip2 (26x)    - 21,3
Sec8l1 (30x)      - 20 
Dapp1 (28x)      - 5,7
Nr4a1 (28x)     + 5,8
Nr4a2 (30x)     + 3,8 
698 bp
707 bp
582 bp
248 bp
376 bp
778 bp
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Tab. 3-11. 
 
„probe set ID“ Bezeichnung 
Gen-
Symbol 
chrom. 
Locus 
X/16 
MW 
p-Wert 
MW 
Änderung
1451814_a_at 
HIV-1 tat interactive protein 2, homolog 
(human) 
Htatip2 
= TIP30 
7B3 16/16 0,014 - 21,28 
1445111_at SEC8-like1 Sec8l1 6A3.3 16/16 0,014 - 20 
1436107_at 
LSM8 homolog, U6 small nuclear RNA 
associated, (S. cerevisiae) 
LSM8 6A2 13/16 0,014 - 6,25 
1421936_at 
Dual adapter for phosphotyrosine and 3-
phosphoinositides 1 
Dapp1 3G3 16/16 0,014 - 5,65 
1434677_at 
Hermansky-Pudlyk syndrome 5 homolog 
(human) 
Hps5 7B3 8/16 0,014 - 4,1 
1454295_at Nuclear receptor interacting protein 1 Nrip1 16C3.1 14/16 0,043 - 2,93 
1443858_at Tripartite motif protein 34 gamma 
Trim34 
gamma 
7E3 13/16 0,014 - 2,82 
1441198_at Zinc finger protein 39 Zfp39 11B3 16/16 0,014 - 2,42 
1439300_at 
Cystein-rich hydrophobic domain 1 
protein 
Chic1 XD 14/16 0,014 - 2,37 
1425856_at Calcium and integrin binding1, calmyrin Cib1 7D2 14/16 0,043 - 2,15 
1416505_at 
Nuclear receptor subfamily 4, group A, 
member 1 
Nr4a1 15F2 15/16 0,014 + 5,79 
1456746_a_at Cd99 antigen-like 2 Cd99l2 XA7.1 11/16 0,014 + 4,858 
1455034_at 
Nuclear receptor subfamily 4, group A, 
member 2 
Nr4a2 2C1.1 10/16 0,014 + 3,792 
1454008_at 
Heterogenous nuclearribonucleo-protein 
methyltransferase like 3 
Hrmtl3 7B3 13/16 0,014 + 3,036 
1424448_at Tripartite motif protein 6 Trim6 7E2 15/16 0,014 + 2,389 
1437247_at Fos-like antigen 2 Fosl2 5B1 13/16 0,014 + 2,196 
1427020_at Scavenger receptor class A, member 3 Scara3 14D1 16/16 0,014 + 2,181 
1423731_at 
aldehyde dehydrogenase 16 family, 
member A1 
Aldh 16 
a1 
7B3 16/16 0,014 + 2,166 
1456981_at 
Transmembrane channel-like gene  
family 7 
Tmc7 7F1 12/16 0,014 + 2,098 
1450251_a_at ligand of numb-protein X 1 Lnx1 5C3.3 8/16 0,014 + 2,066 
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Tab. 3-11. Stark differentiell exprimierte Gene in postnatalen Tag 18 (p18) Hoden konditioneller 
Klf4 „knock out“ Mäuse im Vergleich zu Kontrollmäusen. Ein Transkript wird jeweils durch seine 
„probe set“ Identifikationsnummer repräsentiert. Angegeben werden Daten von 16 vergleichenden 
Analysen. Chrom. Locus = chromosomale Lokalisation des entsprechenden Gens. X/16 = Anzahl der 
Vergleiche, in denen ein Gen differentiell exprimiert wird. MW = „Mann-Whitney“-Test; MW p-Wert 
= Wahrscheinlichkeitswert; MW Änderung =  x-fache Änderung in der Expression eines Gens von 
Sertoli-Zell-spezifischen Klf4 „knock out“ Mäusen. 
 
3.3.8.2 Eine große Anzahl differentiell exprimierter Gene in mutanten Hoden 
ist auf Mauschromosom 7 lokalisiert 
Unter Anwendung der oben genannten, stringentesten Filterkriterien stellten sich 51 
Gene als in Mutanten statistisch signifikant differentiell reguliert heraus. 39,22 % 
dieser Gene (entspricht einer Anzahl von 20 Genen) sind auf dem Mauschromosom 7 
lokalisiert. Bei diesen 20 Genen, handelt es sich sowohl um herunter- als auch um 
hoch regulierte Gene. 10 dieser 20 Gene (inklusive Htatip2) wiederum, finden sich in 
einer kleinen Region, die als 7B3 bezeichnet wird, wieder. Bei einer zufälligen 
Verteilung aller differentiell exprimierten Gene über das gesamte Genom würde man 
pro Chromosom bei diesen Filterkriterien nur 2-3 unterschiedlich regulierte Gene 
erwarten (Abb. 3-17). 
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Abb. 3-17. Lokalisierung der in Sertoli-Zell-spezifischen Klf4 „knock out“ Hoden des postnatalen 
Tags 18 (p18) unterschiedlich regulierten Gene auf Mauschromosom 7. Bei Anwendung stringenter 
Filterkriterien wurden insgesamt 51 durch das Fehlen von Klf4 differentiell regulierte Gene 
identifiziert. Von diesen 51 Genen sind 20 Gene auf Chromosom 7 lokalisiert (Position wird nach dem 
Gensymbol angegeben). Die Region 7B3 weist eine hohe Dichte von möglichen Klf4-Zielgenen auf. 
Rot markiert sind herunterregulierte Gene (Pfeil zeigt nach unten), grün dargestellt sind hoch regulierte 
Gene (Pfeil zeigt nach oben). Die einzelnen Gensymbole sind in Tab. 3-11 und Tab. 7-2 beschrieben. 
 
 
 
 
Chromosom 7
A 1
A 2
A 3
B 1
B 3
B 5
C  
D 1
D 2
D 3
E 1
E 2
E 3
F 1
F 2
F 3
F 4
F 5
B 2
B 4
? Ptov1 7B3
? Aldh6a1 7B3
? GM1084 7B3
? 1457047_at 7B3
? BC013491 7B3
? Hps5 7B3
? 1441353_at 7B3
? 1443230_at 7B3
? Htatip2 7B3
? Hrmt1l3 7B3
? Pcsk6 7C
? Cip1 7D2
? 9930013L23Rik 7D3
? E230029C05Rik 7D3
? A830059l20Rik 7E1
? Trim6 7E2
? Trim34 7E3
? Sox6 7F1
? Tmc7 7F1
? Tmem16a 7F5
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3.4 In vitro Analysen: Klf4 in der Maus-Sertoli-Zell-Linie 
TM4 
 
Der „Krüppel-like factor 4“ repräsentiert ein stark FSH-induzierbares Gen. Während 
Hamil und Hall sowie eine Arbeitsgruppe um McLean eine gesteigerte Klf4-
Expression in einer primären Ratten-Sertoli-Zell-Kultur nach 2,5 h bzw. 2 h FSH-
Behandlung feststellen konnten (Hamil und Hall, 1994; McLean et al., 2002), 
beobachteten Sadate-Ngatchou und Mitarbeiter eine in vivo Induktion der Expression 
von Klf4 im Hoden hypogonadaler (hpg) Mäuse 4 h nach der Injektion von FSH 
(Sadate-Ngatchou et al., 2004). 
Nach der Sertoli-Zell-spezifischen Deletion des Klf4-Gens in der Maus sollte nun ein 
in vitro Modell darüber Aufschluss geben, wie sich die Sertoli-Zelle nach einer 
Induktion von Klf4 verhält. Hierzu musste zunächst überprüft werden, ob eine Klf4-
Expression in der uns zur Verfügung stehenden TM4-Sertoli-Zell-Linie (Mather, 
1980) induzierbar war. Im Falle einer möglichen Klf4-Induktion sollten die mRNA- 
und Proteinexpressionskinetiken zu frühen Zeitpunkten und in feinmaschigen 
Zeitabständen verfolgt werden. Im Anschluss galt es das Proliferationsverhalten der 
Sertoli-Zellen nach Induktion der Klf4-Expression zu analysieren. 
Da Zellen der TM4-Linie den FSH-Rezeptor im Vergleich zu einer primären Sertoli-
Zell-Linie nur schwach exprimierten ((Mather, 1980) und eigene Beobachtungen 
mittels RT-PCR; mmFSHR-fw2, mmFSHR-re2), wurde Forskolin eingesetzt, um die 
cAMP-Proteinkinase A (PKA)-Signaltransduktionskaskade zu aktivieren (de Souza et 
al., 1983) und um somit eine mögliche Induktion der Klf4-Expression zu analysieren. 
 
3.4.1 Induktion der Klf4-Proteinexpression durch Forskolin in TM4-
Zellen 
Nachdem die TM4-Sertoli-Zellen unter normalen Wachstumsbedingungen für 24 
Stunden kultiviert worden waren, wurden die Kulturen in parallelen Ansätzen mit 
unterschiedlichen Konzentrationen von Forskolin – 2 µM, 10 µM, und 50 µM jeweils 
in DMSO gelöst und in Wachstumsmedium verdünnt (DMSO-Endkonzentrationen: 
0,02 %, 0,1 % bzw. 0,5 %) – bzw. nur den entsprechenden Konzentrationen des 
Lösungsmittels DMSO in Wachstumsmedium behandelt. Die Isolierung der Gesamt-
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RNA erfolgte nach 1, 2, 4, 8 und 24 h Forskolin-Induktion. Northern-Blot-Analysen 
zeigten nach Hybridisierung mit der Klf4 ORF-Sonde, dass eine starke Induktion der 
Klf4-mRNA Expression durch die Behandlung der Zellen mit 10 µM Forskolin erzielt 
werden konnte. Während die Stimulation der TM4-Zellen mit 2 µM Forskolin nur 
eine vergleichsweise schwache Klf4-Antwort induzierte, wurde durch den Einsatz von 
50 µM Forskolin ein etwas stärkeres Klf4-mRNA-Signal erzielt, als nach der Zugabe 
von 10 µM Forskolin beobachtet werden konnte. Jedoch wurde aufgrund der 
cytotoxischen Eigenschaften von DMSO, dem Lösungsmittel von Forskolin, auf den 
Einsatz von 50 µM Forskolin verzichtet (Daten nicht gezeigt). 
Im Anschluss an das Austesten der optimalen Forskolin-Konzentration sollte mittels 
Immunfluoreszenz das Klf4-Protein in den TM4-Sertoli-Zellen visualisiert und seine 
subzelluläre Lokalisation festgestellt werden. 24 h nach der Aussaat von TM4-Zellen 
auf Objektträger mit Kulturkammern wurden die Zellen durch Zugabe von in DMSO 
gelösten (Endkonzentration 0,1 % DMSO) und in Wachstumsmedium verdünnten 
10 µM Forskolin stimuliert. Nach 60-minütiger Inkubation unter normalen 
Wachstumsbedingungen wurden die TM4-Zellen einem Immunfluoreszenznachweis 
mit einem primären Antikörper gegen Klf4 unterzogen. Als Kontrollen dienten 
sowohl mit 0,1 % DMSO in Wachstumsmedium behandelte als auch unbehandelte, 
ausschließlich in Wachstumsmedium inkubierte Zellen.  
Um die Orientierung auf dem Präparat zu erleichtern und um eine exaktere 
subzelluläre Lokalisation zu ermöglichen, wurde die DNA der Zellkerne mittels DAPI 
angefärbt, während das F-Actin des Cytoskeletts durch die Bindung von TRITC-
Phalloidin sichtbar gemacht wurde. Die Detektion des Transkriptionsfaktors Klf4 
erfolgte durch den Einsatz des gegen den Klf4 N-Terminus gerichteten 
Primärantikörpers H180 (Santa Cruz Biotechnologie). Mit Hilfe der konfokalen 
Laserscanmikroskopie konnte anhand verstärkter grüner Fluoreszenz (Wellenlänge 
λ = 488) zunächst ein endogenes Klf4-Signal im Nukleus einiger in 
Wachstumsmedium kultivierter, unbehandelter TM4-Zellen beobachtet werden (Abb. 
3-18a). Demgegenüber zeigte sich eine deutliche Steigerung der Klf4-
Proteinexpression in TM4-Zellen, die zuvor eine Stunde in 10 µM Forskolin inkubiert 
wurden. Nach der Forskolin-Behadlung konnte in sämtlichen Kernen dieser Zellen ein 
starkes Klf4-Signal detektiert werden (Abb. 3-18b). In TM4-Zellen des DMSO-
Kontrollansatzes hingegen konnte, ähnlich wie den unbehandelten Zellen, nur eine 
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schwache Klf4-Expression im Nukleus einiger, aber nicht aller TM4-Zellen 
beobachtet werden (Abb. 3-18c). 
 
 
Abb. 3-18. Subzelluläre Lokalisation des Klf4-Proteins in TM4-Zellen mittels Immunfluoreszenz. 
(a) Expression des Klf4-Proteins auf Basalniveau in unbehandelten Zellen. Klf4-Expression nach (b) 
1 h Forskolin-Behandlung (10 µM) und (c) Kultivierung in 0,1 % DMSO (Forskolin-Lösungsmittel). 
(d) neg = Negativkontrolle, ohne Verwendung des anti-Klf4 Antikörpers (AK). Das Klf4-Protein wurde 
mit einem FITC-markierten 2. AK detektiert (grün), die Zellkerne wurden DAPI-gefärbt (blau), und das 
cytoskeletale F-Aktin mit TRITC-Phalloidin markiert (rot). 
 
3.4.2 Forskolin induziert über den cAMP-PKA-
Signaltransduktionsweg eine schnelle und transiente Klf4-
Expression in TM4-Zellen 
Nachdem mittels Immunfluoreszenz gezeigt werden konnte, dass die Klf4-
Proteinexpression durch Forskolin induzierbar ist, sollte die Kinetik der Klf4-mRNA-
(d) neg
(c) DMSO
(a) Medium
(b) Forskolin
F-Actin, 
TRITC-Phall. 
markiert
Zellkerne,    
DAPI FärbungGesamtbild
Klf4,           
FITC markiert
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Expression nach Forskolin-Behandlung in TM4-Zellen detaillierter untersucht werden. 
Hierzu wurden zunächst 5 x 105 Zellen/Zellkulturschale 24 h unter normalen 
Wachstumsbedingungen kultiviert. Im Anschluss erfolgte eine Behandlung der TM4-
Zellen mit 10 µM Forskolin, welches in DMSO gelöst und in Wachstumsmedium 
verdünnt wurde. Parallele Ansätze, in denen Zellen entweder 0,1 % DMSO in 
Wachstumsmedium ausgesetzt waren oder ausschließlich in Wachstumsmedium 
gehalten wurden, dienten zur Kontrolle. Bis zur Extraktion der Gesamt-RNA, die 
jeweils 10 min, 20 min, 30 min, 60 min, 90 min, 120 min, 150 min, 180 min, 210 min 
und 240 min nach der Zugabe von Forskolin erfolgte, wurden die Zellen im 
Wärmeinkubator gehalten. Die isolierte Gesamt-RNA wurde Northern-Blot-Analysen 
unterzogen und unter Verwendung einer den offenen Leserahmen umfassenden 
Hybridisierungssonde hinsichtlich ihres relativen Klf4-mRNA-Gehaltes untersucht. 
Schon nach 10-minütiger Inkubation mit Forskolin konnte ein Anstieg der Klf4-
mRNA-Konzentration im Vergleich zur DMSO-behandelten, nicht stimulierten 
Kontrolle beobachtet werden. Unter Berücksichtigung der Ladungsunterschiede 
konnten insgesamt betrachtet dem Induktionszeitraum von 30 min bis 120 min die 
höchsten Klf4-mRNA-Konzentrationen zugewiesen werden, während die Klf4-
Abundanz 150 min bzw. 180 min nach der Forskolin-Stimulation schnell abnahm. 
Nach 210 min konnte nur noch ein schwaches Klf4-Signal detektiert werden, dessen 
Stärke der des Basalniveaus nicht induzierter, DMSO-behandelter TM4-Zellen 
entsprach. Da sich in Wachstumsmedium kultivierte Zellen und Zellen, die einer 
definierten DMSO-Konzentration ausgesetzt waren im Hinblick auf die Klf4-
Expression gleich verhielten, wurden die Daten der unbehandelten Zellen nicht 
gezeigt. (Abb. 3-19a).  
Aus denselben individuellen Zellkulturen, aus denen die RNA für Abb. 3-19a 
gewonnen wurde, wurde auch das entsprechende Gesamt-Protein mit Hilfe des 
TriFast-Systems (peqlab) isoliert. Western-Blot-Analysen sollten Aufschluss über die 
Klf4-Proteinexpression nach Forskolin-Induktion geben. Die Kinetik der 
Proteinexpression wurde über den Zeitraum von 10 min, 20 min, 30 min, 60 min, 90 
min, 120 min, 150 min, 180 min, 210 min und 240 min beobachtet. Während nach 10 
min nur ein schwaches Klf4-Signal durch den anti-Klf4 Antikörper H180 der Firma 
Santa Cruz detektiert werden konnte, stieg die Proteinkonzentration schon nach 20 
min Forskolin-Stimulation stark an. Diese hohen, induzierten Klf4-Protein-
Konzentrationen wurden bis zu einer Stunde aufrechterhalten und sanken 
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anschließend ab. Nach nur 150 min erreichten die Klf4-Proteinkonzentrationen das 
Ausgangsniveau. Eine Inkubation desselben Blots mit einem anti-beta-Aktin 
Antikörper diente zur Normalisierung der Proben. (Abb. 3-19b). 
 
 
Abb. 3-19. Schnelle Induktion der Klf4 Expression in TM4-Zellen nach Forskolin-Behandlung. 
(a) Northern-Blot-Analysen von Gesamt-RNA aus TM4-Zellen zeigen eine Induktion der Klf4-
Expression 10 min nach Forskolin-Stimulation. Als Kontrollen dienten mit DMSO behandelte TM4-
Zellen. Das stärkste Klf4 Signal ist unter Berücksichtigung der Ladungsunterschiede im Zeitraum von 
30 min bis 120 min Forskolin-Behandlung zu detektieren, bevor nach 210 min ein Absinken der 
Signalintensität auf das Basalniveau zu beobachten ist. Die Klf4-mRNA-Expression bleibt in DMSO-
behandelten Zellen konstant auf einem niedrigen Niveau. Die Größe der Klf4-mRNA vom 
Transkriptionsstartpunkt bis zu PAS-I beträgt 2256 bp. Die RNA/Ethidiumbromid-Fluoreszenz in den 
dazugehörigen Agarosegelen dient als Beladungskontrolle. (b) Western-Blot-Analysen von Protein aus 
TM4-Zellen nach Forskolin-Stimulation. Ein schneller Anstieg der Klf4-Proteinkonzentration ist nach 
20 min zu beobachten. Das Signal sinkt nach 150 min Forskolin-Stimulation auf das Basalniveau 
zurück. Eine Inkubation desselben Blots mit einem anti ß-Aktin Antikörper fungiert als 
Beladungskontrolle. 
 
In einer weiteren, unabhängigen Versuchsreihe sollte überprüft werden, ob die 
Induktion der Klf4-Genexpression spezifisch über den cAMP-PKA-
Signaltransduktionsweg erfolgt. Die durch Forskolin in Gang gesetzte Kaskade sollte 
durch einen Proteinkinase A Inhibitor (H-89) reprimiert und somit die Induktion der 
Klf4-Expression unterbunden werden. 
Neben den oben beschriebenen Forskolin-Stimulationsexperimenten wurden TM4-
Zellen gleichzeitig mit 10 µM Forskolin und 75 µM H-89 versehen (wobei sowohl 
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Forskolin als auch H-89 in DMSO gelöst und in Wachstumsmedium verdünnt 
wurden) und für 30 min, 60 min, 90 min, 120 min und 150 min, also entsprechend den 
Zeitpunkten der stärksten Klf4-mRNA-Expression nach Forskolin-Induktion, im 
Wärmeinkubator gehalten. Zusätzlich wurden in parallelen Ansätzen TM4-Zellen 
abermals mit 10 µM Forskolin oder aber in diesem Fall mit 0,26 % DMSO behandelt. 
Nach den jeweiligen Inkubationszeiten wurde die Gesamt-RNA isoliert und Northern-
Blot-Analysen unterzogen. Zur Hybridisierung wurde die Klf4-ORF-Sonde 
verwendet. Auch in dieser Versuchsreihe konnte eine schnelle, transiente Klf4 
Antwort detektiert werden, mit der stärksten Klf4-mRNA-Expression zwischen 60 
min und 120 min Forskolin-Induktion und einer Abnahme der Signalintensität nach 
150 min (Abb. 3-20). Die Induktion der Klf4-mRNA-Expression nach Aktivierung der 
Adenylatcyklase durch Forskolin konnte durch gleichzeitige Zugabe des 
Proteinkinase A-Inhibitors H-89 unterbunden werden. Ebenso wie bei den DMSO-
behandelten Zellen konnte bei TM4-Zellen, die simultan Forskolin und H-89 
ausgesetzt waren, nur ein sehr schwaches Klf4-Signal in den Northern-Blot-
Untersuchungen detektiert werden. Diese Experimente lieferten somit einen wichtigen 
Hinweis darauf, dass die Induktion der Klf4-Expression tatsächlich über den cAMP-
PKA-Signaltransduktionsweg erfolgte. 
 
Abb. 3-20. Unterdrückung der Forskolin-induzierten Klf4-Expression in TM4-Zellen durch den 
PKA-Inhibitor H-89. Northern-Blot-Analysen zeigen, dass Forskolin eine schnelle und transiente 
Klf4-Expression induzieren kann, die durch Zugabe des PKA-Inhibitors H-89 nahezu vollständig 
unterbunden wird. Die DMSO-behandelten TM4-Zellen zeigen nur ein sehr schwaches Klf4-mRNA-
Signal. Die RNA/Ethidiumbromid-Fluoreszenz in den entsprechenden Agarosegelen dient als 
Beladungskontrolle. 
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3.4.3 Klf4 ist schneller induzierbar als das „unmittelbar frühe Gen“ 
ICER 
Die Produkte des CREM-Gens („cAMP-responsive element modulator“) gelten als 
Schlüsselfaktoren während der Spermatogenese. CREM „knock out“ Mäuse sind 
aufgrund eines Spermatogenese-Arrests infertil (Blendy et al., 1996). Eine 
Transkriptvariante des CREM-Gens, der transkriptionelle Repressor ICER („inducible 
cAMP early repressor”) wird durch die Nutzung eines im CREM-Gen lokalisierten 
cAMP-induzierbaren Promotors generiert. Infolge alternativen Spleißens existieren 
verschiedene Isoformen der ICER-mRNA (Molina et al., 1993; Monaco et al., 1995). 
Monaco und Mitarbeiter dokumentierten die Expressionskinetik der cAMP-
induzierbaren CREM-Isoform ICER in Sertoli-Zellen nach FSH- bzw. Forskolin-
Stimulation und beschrieben ICER aufgrund seiner schnellen FSH-Antwort als ein 
unmittelbar frühes Gen (Monaco et al., 1995). Da Klf4 in Sertoli-Zellen ebenfalls 
nach FSH- bzw. Forskolin-Stimulation über die cAMP-PKA-
Signaltransduktionskaskade induzierbar ist, sollte die Kinetik der Klf4-Expression mit 
der von ICER verglichen werden. Zunächst wurde die Klf4-ORF-Sonde von den 
Northern-Blots aus der ersten Versuchsreihe (Abb. 3-17) durch Dehybridisierung 
entfernt, die Elimination der Sonde kontrolliert und im Anschluss mit einer ICER-
Sonde erneut hybridisiert. Ein deutliches ICER-Signal konnte frühestens 60 min nach 
Beginn der Forskolin-Behandlung detektiert werden. Die Abundanz der ICER-mRNA 
stieg stetig an und erreichte nach vier Stunden ihren Maximalwert. Die DMSO-
behandelten Zellen hingegen zeigten keine ICER-Induktion. Diese Beobachtungen 
stimmten mit der von Monaco beschriebenen ICER-Expressionskinetik überein 
(Monaco et al., 1995). Aufgrund der Tatsache, dass die Expression des Klf4-
Zinkfingertranskriptionsfaktors schon nach 10 min Inkubation mit Forskolin eindeutig 
über dem Basalniveau lag, ist Klf4 in Sertoli-Zellen über den cAMP- PKA-Weg somit 
schneller induzierbar, als das unmittelbar frühe Gen ICER (Abb. 3-21). 
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Abb. 3-21. Klf4 ist in TM4-Zellen nach Forskolin-Behandlung schneller induzierbar, als das 
unmittelbar frühe Gen „inducible cAMP early repressor” (ICER). Die in Abb. 3-19 dargestellten 
Northern-Blots wurden dehybridisiert und mit einer ICER-Sonde erneut hybridisiert. Nach 60 min ist 
eine deutliche Intensitätszunahme des ICER-Signals im Vergleich zu früheren Zeitpunkten zu 
erkennen. 240 min nach Beginn der Forskolin-Stimulation ist die Signalintensität am stärksten. DMSO-
behandelte Zellen zeigen keine ICER-Expression. Die RNA/Ethidiumbromid-Fluoreszenz in den 
Agarosegelen dient als Beladungskontrolle. 
 
3.4.4 Die Induktion der Klf4-Expression hat keinen Einfluss auf den 
Zellzyklus von TM4-Zellen 
In vielen zellulären Prozessen wird dem Transkriptionsfaktors Klf4 eine Rolle im 
Zellzyklusgeschehen zugeschrieben. Diese Rolle wird jedoch teilweise kontrovers 
diskutiert (Rowland et al., 2005; Rowland und Peeper, 2006). 
Augrund der Tatsache, dass die Klf4-Expression in TM4-Zellen durch Forskolin 
schnell induzierbar ist, sollte untersucht werden, ob die Aktivierung der cAMP-PKA-
Signaltranduktionskaskade mit nachfolgender Induktion von Klf4 einen Einfluss auf 
die Zellzyklusprogression der TM4-Zellen hatte. Unter Zuhilfenahme der Technik der 
Fluoreszenz aktivierten Zellsortierung (FACS, engl. „fluorescence activated cell 
sorting”), oder auch Durchflusszytometrie, wurden Propidiumiodid gefärbte TM4-
Zellen, die zuvor synchronisiert und im Anschluss mit 10 µM Forskolin stimuliert 
wurden, anhand ihres DNA-Gehaltes klassifiziert. Als Kontrollen dienten abermals 
mit 0,1 % DMSO in Wachstumsmedium behandelte, bzw. ausschließlich in 
Wachstumsmedium kultivierte Zellen. Die Beobachtung des Zellzyklus erfolgte über 
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einen Zeitraum von 24 h, wobei die stimulierten Zellen sowie die Kontrollen jeweils 
nach 0 h, 1 h, 2 h, 3 h, 6 h, 12 h und 24 h geerntet und mit Propidiumiodid gefärbt 
wurden. Die Auswertungen der FACS-Analysen mittels „FloxJo“ Software der Firma 
Becton-Dickinson ergaben, dass die Aktivierung der cAMP-PKA-
Signaltransduktionskaskade und folglich die Induktion der Klf4-Genexpression 
keinerlei Einfluss auf die Zellzyklusprogression der TM4-Sertoli-Zellen nahm. Es 
konnte während des 24 h Beobachtungszeitraum kein Unterschied zwischen dem 
Zellzyklusstatus unbehandelter, Forskolin-stimulierter oder DMSO-behandelter Zellen 
ausgemacht werden (Abb. 3-22). 
 
 
Abb. 3-22. Bestimmung des DNA-Gehaltes von TM4-Zellen nach Forskolin-Behandlung und 
folgender Induktion der Klf4-Expression. Der Status des Zellzyklusses von synchronisierten, 
Forskolin- (blau) oder DMSO-behandelten (rot) bzw. nur in Medium inkubierten (grün) TM4-Zellen 
wurde anhand des DNA-Gehaltes mittels Propidium Iodid (PI) Färbung und anschließender 
Durchflusszytometrie bestimmt. Y-Achse: relative Zellzahl [„counts“]; x-Achse: relativer DNA-Gehalt 
[PI-Färbungsintensität].  
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4 Diskussion 
 
4.1 Das „Krüppel-like factor 4” Gen: strukturelle 
Eigenschaften und Transkriptdiversität 
 
Das „Krüppel-like factor 4“ Gen wurde anfänglich als ein aus vier Exons bestehendes 
Gen beschrieben (Mahatan et al., 1999), welches für einen 
Zinkfingertranskriptionsfaktor codiert, der stark in einigen Typen postmitotischer 
epithelialer Zellen exprimiert wird (Garrett-Sinha et al., 1996; Shields et al., 1996). 
Einträge in Sequenzdatenbanken (Hubbard et al., 2005) wiesen jedoch auf die 
Existenz eines weiteren Introns hin. Mittels PCR auf genomischer DNA und 
Sequenzanalysen konnte in dieser Arbeit gezeigt werden, dass das dritte Exon des 
Klf4-Gens durch ein weiteres, in der Literatur bisher nicht beschriebenes Intron 
unterteilt wird. Dieses 116 bp lange Intron besitzt die zu erwartenden Spleißstellen 
und unterbricht die exonische Triplet-Sequenz in Phase 1. Der offene Leserahmen der 
Klf4-mRNA bleibt unverändert. Untersuchungen von genomischer DNA 
verschiedener Mausstämme mittels PCR bestätigten die Existenz dieses Introns in 
allen Stämmen. Es lag somit keine Stammspezifität vor. Das Klf4-Gen besteht 
demzufolge aus fünf Exons und vier Introns und wird nicht, wie von Mahatan und 
Mitarbeitern beschrieben (Mahatan et al., 1999), von vier Exons codiert, die durch 
drei Introns separiert werden. Obwohl der offene Leserahmen des Klf4-Gens 
unverändert bleibt, werden durch die Anwesenheit eines weiteren Introns zusätzliche 
genetische Informationen geliefert. Dieses Intron könnte möglicherweise 
regulatorische Elemente von bisher unbekannter Funktion tragen. 
 
„Krüppel-like factor 4“ gehört zur Familie der Sp1-ähnlichen Proteine/„Krüppel-like“ 
Zinkfingertranskriptionsfaktoren (Garrett-Sinha et al., 1996; Shields et al., 1996), 
welche aus multiplen Genduplikationen hervorgegangen sind (Kaczynski et al., 2003). 
Bei der Entwicklung von Genfamilien entstehen häufig auch Pseudogene. Pseudogene 
sind typische Komponenten in Genomen höherer Eukaryoten, welche in den meisten 
Fällen nicht funktionelle Kopien eines Gens oder einer mRNA repräsentieren. Obwohl 
sie über einen langen Zeitraum viele Mutationen anhäufen, weisen sie hinsichtlich der 
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Struktur und/oder Sequenz deutliche Ähnlichkeiten zu dem entsprechenden 
funktionellen Gen auf. Die sogenannten prozessierten Pseudogene stellen Kopien von 
Transkripten der RNA-Polymerase II dar, die nach Retrotransposon vermittelter 
reverser Transkription über eine cDNA-Zwischenstufe ins Genom integrierten und 
folglich weder Intron- noch Promotorsequenzen besitzen. Am Integrationsort werden 
prozessierte Pseudogene von kurzen direkten Wiederholungssequenzen flankiert. Ihre 
3’-Enden weisen oftmals einen kurzen Abschnitt von Adenin-Folgen auf, die vom 
Poly(A)-Schwanz der mRNA stammen (Vanin, 1985; Strachan und Read, 2005). 
Im Rahmen dieser Studie konnten sechs Pseudogene des „Krüppel-like factor 4“ Gens 
im Mausgenom identifiziert und charakterisiert werden. Sequenzanalysen und 
Datenbankrecherchen ergaben, dass die identifizierten Klf4-Pseudogene die typischen 
Merkmale eines prozessierten Pseudogens besitzen: sie hatten weder Promotor- noch 
Intronsequenzen, wiesen einen kurzen Abschnitt von Adenin-Thymin-Basenpaaren 
am 3’-Ende auf und wurden von direkten Wiederholungssequenzen umrahmt. Obwohl 
die prozessierten Klf4-Pseudogene in ihrer Länge variierten, endete die Sequenz aller 
nach dem gleichen Polyadenylierungssignal, nämlich PAS-IV. Eine Voraussetzung für 
das Entstehen eines prozessierten Pseudogens ist die Expression der entsprechenden 
mRNA in Keimzellen. Würde die Retrotransposon vermittelte reverse Transkription 
einer mRNA und das nachfolgende Integrationsereignis in Somazellen stattfinden, 
ginge das prozessierte Pseudogen verloren und könnte nicht an 
Nachfolgegenerationen weitergegeben werde (Vanin, 1985). Aus diesem Grund ist 
anzunehmen, dass das Klf4-Gen schon zur Entstehungszeit der Pseudogene in 
Keimzellen exprimiert worden ist. 
 
Es gibt keine anderen Zellen, die ihr Genom mannigfaltiger exprimieren, als 
testikuläre Zellen und Neurone (Adams et al., 1995; MacDonald und Redondo, 2002). 
Transkriptvielfältigkeit kann durch die Nutzung unterschiedlicher Promotoren oder 
Transkriptionsstartstellen, differentielles prä-mRNA-Spleißen oder den Gebrauch 
alternativer Polyadenylierungsstellen erzeugt werden. Das „Krüppel-like factor 4“ 
Gen wird ebenfalls differentiell exprimiert und ist im Hoden durch mindestens drei 
Transkriptvarianten vertreten (Shields et al., 1996; Behr und Kaestner, 2002). Ein 
Teilprojekt dieser Arbeit bestand in der Identifizierung und Charakterisierung der im 
Hoden vorzufindenden unterschiedlichen Klf4-Transkriptvarianten. Mit Hilfe der 
RACE-PCR konnte gezeigt werden, dass die Generierung der verschiedenen Klf4-
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mRNA-Formen auf die Nutzung alternativer Polyadenylierungssignale 
zurückzuführen ist. Der 3’untranslatierte Bereich (UTR) des Klf4-Gens weist vier 
funktionelle Polyadenylierungssignale (PAS) auf. Diese Anhäufung funktioneller PAS 
gilt als ungewöhnlich, da nur circa 1,4 % der 3’UTR menschlicher Gene vier 
funktionelle PAS aufweisen und die Mehrheit von nahezu 80 % nur eines trägt 
(Beaudoing et al., 2000). Sequenzanalysen zeigten, dass die zwei am weitesten 3’-
wärts lokalisierten Klf4-PAS dem klassischen PAS-Motiv (AATAAA) entsprachen, 
während die beiden im 3’UTR weiter 5’-wärts gelegenen PAS jeweils an einer 
Nukleotid-Position von der klassischen Sequenz abwichen. Letztere werden als nicht 
kanonisch oder nicht angepasst („noncanonical“) bezeichnet (Beaudoing et al., 2000). 
Die Sequenz des ersten PAS (ACTAAA) im 3’UTR des Klf4-Gens ist unter allen 
identifizierten PAS mit einer Häufigkeit von 0,6 % im 3’UTR menschlicher Gene 
anzutreffen, während PAS-II (AATACA) des Klf4-Gens in 1,2 % aller Fälle 
vorzufinden ist (Beaudoing et al., 2000). RT-PCR-Untersuchungen und Northern-
Blot-Analysen verschiedener Hodenentwicklungsstadien zeigten, dass im juvenilen 
Hoden ausschließlich das erste PAS-I des Klf4-Gens genutzt wird. Erst nach dem 
Auftreten postmeiotischer Keimzellen konnten am postnatalen Tag 25 (p25) weitere 
Klf4-Transkriptvarianten, die nach PAS-I, PAS-II, PAS-III oder PAS-IV terminierten, 
detektiert werden. Aufgrund der Tatsache, dass die in dieser Arbeit identifizierten, 
prozessierten Klf4-Pseudogene allesamt das vierte Polyadenylierungssignal 
aufwiesen, liegt die Vermutung nahe, dass PAS-IV das zur Zeit der Entstehung der 
Pseudogene in Keimzellen am häufigsten genutzte PAS repräsentiert. 
Untersuchungen an einer Sertoli-Zell-Linie (Mather, 1980) und an einem 
keimzellfreien Hoden (Loveland und Schlatt, 1997) zeigten, dass Sertoli-Zellen 
ausschließlich das selten auftretende und nicht klassische PAS-I des Klf4-Gens 
nutzen. Warum diese bemerkenswerten Unterschiede beim Gebrauch alternativer 
Klf4-Polyadenylierungssignale zwischen testikulären Keimzellen und Sertoli-Zellen 
auftreten, müssen weitere Experimente klären. 
Die Wahl eines alternativen Polyadenylierungssignals kann sowohl den Transport und 
die Stabilität einer mRNA als auch den Zeitpunkt und die Effizienz ihrer Translation 
beeinflussen (Foulkes et al., 1993; Miyamoto et al., 1996; Edwalds-Gilbert et al., 
1997). Unter Zuhilfenahme von Sequenzdatenbanken und mittels Literaturrecherchen 
konnten im 3’UTR des Klf4-Gens diverse Sequenzelemente ausfindig gemacht 
werden, die eine mögliche Rolle bei den oben angeführten Prozessen spielen könnten. 
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Beispielsweise konnte eine Bindestelle für das „cytoplasmic polyadenylation element 
binding protein“ (CPEB), das „cytoplasmic polyadenylation element“ (CPE), 5’-wärts 
des dritten PAS, also in Keimzell-spezifischen Transkripten, lokalisiert werden 
(Simon et al., 1992; Stebbins-Boaz et al., 1996). CPEB ist ein RNA-bindendes 
Protein, welches bei Vertebraten an der Translationsregulation während der 
Keimzellreifung beteiligt ist. CPEB-defiziente testikuläre Keimzellen entwickeln sich 
nur bis zum Stadium der Pachytän-Spermatocyten, da die Translation von mRNAs, 
die ein CPE beinhalten, nicht korrekt reguliert wird (Tay und Richter, 2001). 
Neben CPE existieren weitere funktionelle Elemente im 3’UTR von mRNAs, die eine 
essentielle Rolle bei der Translationsregulation dieser Transkripte in Keimzellen 
spielen können (Steger, 2001). Hierzu zählen beispielsweise die Bindestellen für das 
„protamine mRNA binding protein“ (PRBP), das „RNA-binding motif“ (RBM) (Lee 
et al., 1996), sowie die Y-Box, an die das „testis-brain RNA-binding protein“ (TB-
RBP) bindet (Kwon und Hecht, 1991; Kwon und Hecht, 1993). Das Kernmotiv der 
PRBP-Bindestelle ist zwischen PAS-I und PAS-II positioniert und somit auf einer der 
Keimzell-spezifischen Klf4-mRNA-Varianten vorzufinden. Das PRBP ist in die 
Translationsregulation involviert, indem es die Translation bestimmter mRNAs in 
runden Spermatiden reprimiert (Lee et al., 1996). Das PRBP könnte ebenfalls an der 
Translationsregulation der Klf4-mRNA beteiligt sein, welche stark in runden 
Spermatiden exprimiert wird (Behr und Kaestner, 2002). Die Bindestelle für das TB-
RBP hingegen ist 5’-wärts des ersten Polyadenylierungssignals (PAS-I) lokalisiert und 
somit in allen Klf4-Transkriptvarianten vorhanden. TB-RBP ist ein hoch konserviertes 
Protein, welches in vielen Geweben exprimiert wird und vermutlich am Transport, der 
subzellulären Lokalisation und der Speicherung von mRNAs beteiligt ist (Han et al., 
1995). MSY2 und MSY4 sind Komponenten der „48/50-kDa RNA binding activity“, 
ein Komplex, der im Cytoplasma von Keimzellen detektiert werden kann und an der 
Translationsrepression von mRNAs mit einer „Y-box recognition sequence“ (YRS) 
beteiligt ist (Fajardo et al., 1997; Davies et al., 2000). Ein solches YRS-Element 
konnte vor PAS-I im Klf4 3’UTR lokalisiert werde. Diese in silico Daten liefern 
Hinweise auf eine mögliche Regulation der Translation der Klf4-mRNA in 
postmeiotischen Keimzellen, die durch den alternativen Gebrauch von 
Polyadenylierungssignalen ermöglicht wird. 
Der alternative Gebrauch von Klf4-Polyadenylierungssignalen konnte nicht nur in 
testikulären Zellen, sondern auch in anderen Mausorganen beobachtet werden. 
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Während z.B. in der Haut und in der Lunge vorwiegend das erste Klf4-PAS (PAS-I) 
genutzt wird, konnten im Colon, im Magen und im Uterus Klf4-Transkripte detektiert 
werden, die nach PAS-I, PAS-II, PAS-III oder PAS-IV terminierten. Da es sich aber 
bei den im Klf4-3’UTR lokalisierten Elementen, mit Ausnahme der Bindestelle für 
das TB-RBP, um Sequenzmotive für Keimzell-spezifische RNA-bindende Proteine 
handelt, ist es wahrscheinlich, dass im Klf4-3’UTR weitere Bindestellen für Faktoren 
vorzufinden sind, die möglicherweise die Stabilität, den Transport oder die 
Translation der Klf4-mRNA in somatischen Zellen regulieren.  
Insgesamt ist anzunehmen, dass die Translation der Klf4-mRNA innerhalb des 
Hodens in Keimzellen und somatischen Zellen unterschiedlich reguliert wird.  
 
4.2 Sertoli-Zell-spezifische Klf4 „knock out“ Mäuse 
 
Die Sertoli-Zelle kleidet als einzige somatische Zelle das Keimepithel aus. Als 
Wandzelle bildet sie eine Art mechanische Stütze für die dort heranreifenden 
Keimzellen. Die epitheliale Sertoli-Zelle unterstützt die Spermatogenese, indem sie 
hormonelle Signale übermittelt und ein optimales Mikromilieu für die von der 
Umgebung abgeschirmten Keimzellen schafft (Griswold, 1998). Sertoli-Zellen, die 
aufgrund ihrer Funktion auch als „Ammen“-Zellen bezeichnet werden, proliferieren 
während der fötalen Hodenorganogenese stark. Im postnatalen Hoden zeigen sie ein 
Maximum an Teilungsaktivität direkt nach der Geburt (Vergouwen et al., 1991). Im 
juvenilen Hoden sinkt die Teilungsrate der Sertoli-Zellen sukzessiv im Einklang mit 
zunehmender funktioneller Reifung. An Tag 17 nach der Geburt (p17) wird die 
Proliferationsaktivität vollständig eingestellt und die „Ammen“-Zelle gilt einen Tag 
später, an p18, als terminal differenziert. Von diesem Zeitpunkt an ist die Sertoli-Zell-
Population determiniert und ändert sich im Laufe eines Lebens nicht mehr 
(Vergouwen et al., 1991; Vergouwen et al., 1993). Eine Unterbrechung der 
funktionellen Sertoli-Zell-Reifung kann die Spermatogenese beeinträchtigen und 
sogar in einer Infertilität resultieren (Raymond et al., 2000; Sharpe et al., 2003; Myers 
et al., 2005). Störungen der Sertoli-Zell-Proliferation können auf der einen Seite zu 
einer reduzierten Anzahl dieser Zellen und einer damit einhergehenden verringerten 
Anzahl reifer Spermien sowie einer herabgesetzten Hodengröße führen (Orth et al., 
1988). Andererseits kann eine anomale Zellzyklusprogression der Sertoli-Zellen die 
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Ausbildung von Tumoren zur Folge haben (Yan et al., 2003). Einige Faktoren, wie 
z.B. das Follikel-stimulierende Hormon (FSH), Tridjodthyronin (T3) oder 
Testosteron, die an der Regulation der Sertoli-Zell-Proliferationsaktivität beteiligt sind 
und eine Rolle während ihrer funktionellen Reifung spielen, wurden bereits 
beschrieben (Singh et al., 1995; Singh und Handelsman, 1996; Dierich et al., 1998; 
Holsberger et al., 2003; De Gendt et al., 2004). Jedoch sind die molekularen 
Mechanismen, die diesen Prozessen zugrunde liegen, weitestgehend unbekannt.  
Der Transkriptionsfaktor Klf4 ist für die Differenzierung vieler Epithelzellen, wie z.B. 
der Keratinozyten der Haut (Segre et al., 1999; Jaubert et al., 2003) und der 
Becherzellen des Darms (Katz et al., 2002), wichtig und spielt zudem eine Rolle im 
Zellzyklus, indem Klf4 Zellen in der G1- bzw. G0-Phase arretiert (Shields et al., 1996; 
Zhang et al., 2000; Chen et al., 2003). Aufgrund des Verlusts von Klf4 und folglich 
fehlender terminaler Differenzierung der epidermalen Epithelzellen, wird die korrekte 
Ausbildung der oberen Hautschichten (Stratum granulosum, Stratum corneum) 
beeinträchtigt, so dass die Haut ihre Funktion als Schutzbarriere nicht erfüllen kann. 
Konstitutive Klf4 „knock out“ Mäuse sterben infolge eines damit einhergehenden 
Flüssigkeitsverlusts kurz nach der Geburt (Segre et al., 1999). Bei Untersuchungen 
des Colons dieser Mäuse hat sich herausgestellt, dass die Anzahl der Becherzellen des 
Darms stark reduziert ist und die Morphologie der vorhandenen Zellen immatur oder 
anomal erscheint (Katz et al., 2002). Der selektive Verlust des Klf4-Gens in den 
Epithelschichten des Magens hat nicht nur starke morphologische Veränderungen 
dieses Gewebes zur Folge, sondern geht mit einer erhöhten Proliferationsrate der 
Epithelzellen einher (Katz et al., 2005). Eine ektopische Expression des „Krüppel-like 
factor 4“ in basalen Schichten der Epidermis von Mausembryonen führt zu einer 
verfrühten Ausbildung der Hautbarriere (Jaubert et al., 2003). Des weiteren zeigten 
Microarray-Analysen, dass Klf4 die Expression von Genen, die an der 
Zellzyklusprogression beteiligt sind, reprimiert und die Expression solcher, die in 
Differenzierungsprozessen involviert sind, aktiviert (Chen et al., 2003). 
Der Zinkfingertranskriptionsfaktor Klf4 wird ebenfalls in den epithelialen Sertoli-
Zellen des Hodens exprimiert (Hamil und Hall, 1994; Behr und Kaestner, 2002; 
McLean et al., 2002; Sadate-Ngatchou et al., 2004). Hamil und Hall detektierten Klf4, 
alias FSH-abhängiger Klon Nummer 59, aufgrund seiner um 50-fach gesteigerten 
Expression in einer primären Ratten-Sertoli-Zell-Kultur, die mit FSH behandelt wurde 
(Hamil und Hall, 1994). Auch eine Arbeitsgruppe um McLean stellte Klf4 mit Hilfe 
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von Microarray-Analysen in einer primären Sertoli-Zell-Kultur als ein stark FSH-
induzierbares Gen heraus (McLean et al., 2002). Gonadotropin-defiziente 
hypogonadale (hpg) Mäuse zeigten nach einer FSH-Behandlung ebenfalls eine 
verstärkte Expression des Klf4-Gens im Hoden. Der „Krüppel-like factor 4“ wurde 
infolge dessen als ein Zielmolekül der FSHR-Signaltransduktionskaskade eingeordnet, 
deren Expression in der Sertoli-Zelle durch FSH reguliert wird (Sadate-Ngatchou et 
al., 2004). 
Die bisher beschriebenen Funktionen des „Krüppel-like factor 4“ als 
Differenzierungsfaktor und Zellzyklusregulator lassen vermuten, dass Klf4 ähnliche 
Aufgaben in der Sertoli-Zelle übernehmen könnte. Möglicherweise ist Klf4 an der 
terminalen Differenzierung dieser Zellen beteiligt ist und spielt eine Rolle bei der 
Aufrechterhaltung des teilungsinaktiven Zustands einer adulten Sertoli-Zelle. Welche 
Funktionen der stark FSH-induzierbare Zinkfingertranskriptionsfaktor Klf4 in diesen 
testikulären Epithelzellen jedoch letztendlich erfüllt, ist unbekannt und sollte im 
Rahmen dieser Arbeit untersucht werden. 
 
Um seine Funktion in diesen testikulären Zellen zu entschlüsseln, wurden Sertoli-Zell-
spezifische Klf4 „kock out“ Mäuse unter Zuhilfenahme des „Cre-loxP-Systems“ 
generiert. Hierzu wurden Tiere einer Mauslinie, die die Cre-Rekombinase spezifisch 
unter der Kontrolle des Promotors des Anti-Müller-Hormon-Gens exprimierten 
(Lecureuil et al., 2002) mit Mäusen einer zweiten Linie verpaart, welche zwei 
homozygot „gefloxte“, also von loxP-Sequenzen flankierte Klf4-Allele trugen (Katz et 
al., 2002). Beide Mauslinien waren vital und wiesen keine Auffälligkeiten auf (Katz et 
al., 2002; Lecureuil et al., 2002), so dass ein Phänotyp ausschließlich auf die Sertoli-
Zell-spezifische Deletion des Klf4-Gens zurückzuführen war. Die Expression des 
Anti-Müller-Hormons durch die Sertoli-Zelle beginnt um den Tag 12.5 post coitum 
während der Hodenorganogenese und dauert im postnatalen juvenilen Hoden bis p15 
an (Hacker et al., 1995; Al-Attar et al., 1997). Aufgrund dessen ist davon auszugehen, 
dass die Expression der Cre-Rekombinase unter der Kontrolle des AMH-Promotors 
ebenfalls über diesen relativ langen Zeitraum erfolgte. Lecuréuil und Mitarbeiter 
konnten zudem zeigen, dass alle erkennbaren Sertoli-Zellen der AMH-Cre-Mäuse eine 
funktionelle Cre-Rekombinase exprimierten (Lecureuil et al., 2002). Da diese 
Zeitspanne der Cre-Expression mit der Einstellung der Sertoli-Zell-Proliferation 
überlappte – an p15 ist nur noch eine äußerst geringe und nach p17 keine 
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Proliferationsaktivität der Sertoli-Zellen zu beobachten (Vergouwen et al., 1991; 
Vergouwen et al., 1993) – ist davon auszugehen, dass eine vollständige Deletion des 
Klf4-Gens in den Sertoli-Zellen erzielt werden konnte. Zudem wurde die AMH-Cre-
Linie von anderen Arbeitsgruppen erfolgreich eingesetzt, um Gene Sertoli-Zell-
spezifisch zu deletieren. Beispielsweise konnten mit Hilfe dieser Linie die SCARKO-
Maus (SCARKO = „Sertoli cell-specific Androgen Receptor knock out“) (De Gendt et 
al., 2004) generiert und Sertoli-Zell-spezifische Deletionen des Peroxin-5-Gens 
(Huyghe et al., 2006) sowie des Connexin 43-Gens herbeigeführt werden (Brehm, 
2005). 
Des weiteren wurde die zweite von uns verwendete Linie, die homozygot „gefloxte“ 
Klf4-Allele trug, ebenfalls schon erfolgreich eingesetzt (Katz et al., 2005). Aufgrund 
dieser Gegebenheiten kann davon ausgegangen werden, dass das „gefloxte“ Klf4-
Allel unter Zuhilfenahme der AMH-Cre-Rekombinase spezifisch und nahezu 
vollständig in Sertoli-Zellen deletiert worden ist. 
 
Der Nachweis des Sertoli-Zell-spezifischen Rekombinationsereignisses wurde mittels 
Southern-Blot-Analysen erbracht. Ein Signal, welches das Klf4 „knock out“ Allel 
präsentierte, wurde ausschließlich in juvenilen Hoden mutanter Tiere der postnatalen 
Tage 4 (p4) und p5 detektiert. Da in diese Untersuchung genomische DNA eines 
gesamten Hodens eingesetzt wurde und die Anzahl der Sertoli-Zellen zu diesen 
Zeitpunkten im juvenilen Hoden einen Anteil von ca. 45 % der Gesamtzellzahl 
ausmacht (Vergouwen et al., 1993), wurde neben der „knock out“ Bande ein zweites 
Signal mit ähnlicher Intensität festgestellt. Es ist davon auszugehen, dass dieses Signal 
das „gefloxte“ Klf4-Allel in den übrigen Zellen des Hodens (vorwiegend interstitielle 
Zellen, peritubuläre Zellen und Keimzellen) repräsentierte. An p17 stellen die Sertoli-
Zellen ihre Teilungsaktivität ein und an p18 hat die Sertoli-Zell-Population einen 
konstanten Wert erreicht (Vergouwen et al., 1991; Vergouwen et al., 1993). Während 
dessen nimmt die Anzahl an reifenden Keimzellen zu, so dass sich das 
Zahlenverhältnis von den Sertoli-Zellen zu den Keimzellen (und anderen somatischen 
Zellen) ändert. Im adulten Maushoden beträgt – nach Kalkulationen basierend auf 
Publikationen von Arbeitsgruppen um Tegelenbosch und Vergouwen (Tegelenbosch 
und de Rooij, 1993; Vergouwen et al., 1993) sowie persönlicher Mitteilung von Prof. 
Dr. Stefan Schlatt – der Anteil der Sertoli-Zellen nicht mehr als 3 % der 
Gesamtzellpopulation. Aufgrund dieser Tatsache konnte in den adulten Hoden 
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mutanter Tiere nur ein äußerst schwaches Signal des Klf4 „knock out“ Allels 
detektiert werden. Alle Kontrollen hingegen zeigten ein eindeutiges Signal für das 
„gefloxte“ Klf4-Allel. Anhand von RT-PCR-Analysen konnte darüber hinaus gezeigt 
werden, dass im adulten Nebenhoden, der als Speicher befruchtungsfähiger 
Spermatozoen dient (Lüllmann-Rauch, 2003), und folglich in den dort vorzufindenden 
Keimzellen keine durch die Cre-Rekombinase vermittelte homologe Rekombination 
und Deletion des Klf4-Gens stattfindet. 
 
Erste Hinweise auf eine möglicherweise gestörte Sertoli-Zell-Differenzierung sollte 
ein Fertilitätstest ergeben, bei dem Sertoli-Zell-spezifische Klf4 „knock out“ 
Männchen (Amh-Cre/Klf4loxP/loxP) mit Kontrollweibchen (Klf4loxP/loxP) im Alter von 
acht Wochen verpaart wurden. Als Kontrollgruppe wurde die reziproke Kreuzung 
verwendet. Die Zuchtpaare beider Gruppen gebaren ihren ersten Wurf im 
Durchschnitt 22 Tage nach der Verpaarung. In einem Zeitraum von sechs Monaten 
wurden fünf bis sechs Würfe von durchschnittlich acht bis neun Nachkommen zur 
Welt gebracht. Die Verteilung der Nachkommen erfolgte, was Geschlecht und 
Genotyp anbelangte, bei beiden Gruppen nach den Mendel’schen Regeln. Dieser Test 
zeigte, dass Sertoli-Zell-spezifische Klf4 „knock out“ Mäuse im Verpaarungsalter von 
acht Wochen (p56) bezüglich ihrer Fertilität nicht von den Kontrollpaaren zu 
unterscheiden waren. Zwischen den Gruppen bestand weder im Hinblick auf die 
Dauer von der Verpaarung bis zum ersten Wurf noch bezüglich der Anzahl der Würfe 
über den beobachteten Zeitraum ein Unterschied. Die Anzahl der Nachkommen sowie 
ihre Verteilung in Bezug auf Geschlecht und Genotyp waren ebenfalls gleich. Folglich 
waren die Sertoli-Zellen trotz des Verlusts des epithelialen Differenzierungsfaktors 
Klf4 in der Lage, die Spermatogenese vollständig zu unterstützen und die Fertilität der 
Tiere zu gewährleisten.  
 
Da die Sertoli-Zelle nur eine definierte, artspezifische Anzahl an Keimzellen während 
ihrer Reifung unterstützen kann, ist die Anzahl der Keimzellen pro Hoden und somit 
auch die Hodengröße durch die Anzahl der vorhandenen Sertoli-Zellen festgelegt 
(Orth et al., 1988). Störungen der Sertoli-Zell-Proliferation, die entweder eine 
reduzierte Anzahl dieser Zellen zur Folge haben oder möglicherweise in der 
Ausbildung von Tumoren resultieren, lassen sich anhand eines veränderten 
Hodengewichtes erkennen.  
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Um zu überprüfen, ob der Verlust von Klf4 in Sertoli-Zellen mit einer veränderten 
Proliferationsaktivität dieser Zellen einhergeht, wurden Hodengewichte und 
Körpergewichte von Sertoli-Zell-spezifischen Klf4 „knock out“ Mäusen und 
Kontrolltieren über einen Zeitraum von einem Jahr dokumentiert und verglichen. Es 
konnte jedoch kein Unterschied zwischen Sertoli-Zell-spezifischen Klf4 „knock out“ 
Mäusen und Kontrollmäusen festgestellt werden. Die Deletion von Klf4 in Sertoli-
Zellen scheint somit keinen messbaren Einfluss auf das Proliferationsverhalten der 
„Ammen“-Zellen auszuüben. Darüber hinaus lieferten immunhistochemische 
Färbungen mit einem Apoptosemarker („cleaved Caspase 3“) an p18 Hoden von 
Mutanten und Kontrollen keine Hinweise auf eine veränderte Apoptoserate in 
Keimzellen oder Sertoli-Zellen, die sich ebenfalls auf das Hodengewicht hätte 
auswirken können.  
 
Für die Initiierung und Aufrechterhaltung einer quantitativ und qualitativ normalen 
Spermatogenese sind Testosteron, produziert in den Leydig-Zellen, sowie das 
hypophysäre Follikel-stimulierende Hormon (FSH) unerlässlich (Singh et al., 1995; 
Singh und Handelsman, 1996; De Gendt et al., 2004; Tan et al., 2005). Die Wirkung 
von FSH wird spezifisch durch die Sertoli-Zelle vermittelt, während die von 
Testosteron u.a. durch die Sertoli-Zelle erfolgt, welche sowohl den 
membrangebundenen FSH-Rezeptor (FSHR) als auch den Androgen-Rezeptor 
exprimiert (Weinbauer, 2000). Anhand des Modells der hypogonadalen (hpg) Maus 
konnte gezeigt werden, dass Testosteron allein (bei Abwesenheit von FSH) eine 
qualitativ normale Spermatogenese auslösen und unterstützen kann (Singh et al., 
1995). Darüber hinaus resultiert ein spezifischer Verlust des Androgen-Rezeptors in 
Sertoli-Zellen (SCARKO-Mäuse) in einem Spermatogenesearrest auf der Stufe später 
Spermatocyten (Meiosearrest) (De Gendt et al., 2004). Die FSH-FSHR-Signalwirkung 
hingegen beeinflusst die Hodengröße, die Anzahl und die Qualität der Spermien, was 
u.a. Untersuchungen an FSH-Rezeptor „knock out“ (FORKO) Mäusen ergaben 
(Dierich et al., 1998; Krishnamurthy et al., 2000). Sowohl adulte SCARKO- als auch 
adulte FORKO-Mäuse weisen veränderte FSH- (De Gendt et al., 2004) und 
Testosteron-Konzentrationen auf (Krishnamurthy et al., 2000; Krishnamurthy et al., 
2001). In dieser Arbeit wurden die FSH- und Testosteronkonzentrationen im Serum 
von Sertoli-Zell-spezifischen Klf4 „knock out“ Mäusen und Kontrollmäusen 
bestimmt. Die FSH-Konzentrationen wurden an den postnatalen Tagen 16, p18, p56, 
Diskussion 
126 
p84, p168 und p365 beobachtet, während eine Messung der Testosteron-
Konzentrationen bei adulten Tieren im Alter von p56, p84 und p168 erfolgte. Der 
Vergleich dieser beiden Gruppen ergab keinen Unterschied zwischen den FSH- bzw. 
Testosteronkonzentrationen im Serum mutanter Tiere und von Kontrollmäusen. Der 
Verlust des stark FSH-induzierbaren Klf4-Gens (Hamil und Hall, 1994; McLean et al., 
2002) übt folglich keinen messbaren Einfluss auf den hypothalamisch-hypophysär-
testikulären Regelkreis aus, in dem die Sertoli-Zelle eine wichtige Rolle innehat. 
Das Trijodthyroninhormon (T3), dessen Rezeptor ebenfalls von den Sertoli-Zellen im 
juvenilen Hoden stark exprimiert wird (Palmero et al., 1988; Jannini et al., 1990), 
stellt ein weiteres Hormon dar, welches Einfluss auf die Proliferationsdauer und die 
Initiierung der Reifung der „Ammen“-Zellen im Hoden nehmen kann (Buzzard et al., 
2003; Holsberger et al., 2003). Durch die Bestimmung der T3-Konzentrationen im 
Serum adulter Sertoli-Zell-spezifischer Klf4 „knock out“ Mäuse, sollte überprüft 
werden, ob ein Zusammenhang zwischen Klf4, der neben seiner Rolle als 
Differenzierungsfaktor auch als ein negativer Regulator der Zellproliferation agieren 
kann (Shields et al., 1996; Chen et al., 2003), und T3, welches die Teilungsaktivität 
der Sertoli-Zellen reguliert, besteht. Messungen der T3-Konzentration im Serum 
adulter Sertoli-Zell-spezifischer Klf4 „knock out“ Mäuse ergaben keinen Unterschied 
zu den T3-Konzentrationen in Kontrolltieren. 
Insgesamt betrachtet zeigen diese Untersuchungen, dass eine Deletion von Klf4 in den 
Sertoli-Zellen nicht in einer Fehlregulation der endokrinen Balance der für die Sertoli-
Zelle wichtigen Hormone FSH, Testosteon oder T3 im Serum resultiert.  
 
Hoden adulter Sertoli-Zell-spezifischer Klf4 „knock out“ Mäuse erscheinen 
histologisch unauffällig und produzieren reife Spermatozoen. Der Verlust des Klf4-
Gens hat somit keine gravierenden Auswirkungen auf die Spermatogenese und die 
Fertilität dieser konditionellen Klf4 „knock out“ Tiere.  
 
4.2.1 Die Rolle von Klf4 in den Sertoli-Zellen des juvenilen Hodens 
Bei „Krüppel-like factor 4“ handelt es sich um einen Transkriptionsfaktor, der 
essentiell für die Differenzierung bestimmter epithelialer Zellen ist (Segre et al., 1999; 
Katz et al., 2002; Katz et al., 2005). Es ist zu erwarten, dass sich mögliche Effekte 
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einer Klf4-Defizienz in Sertoli-Zellen zu dem Zeitpunkt ihrer terminalen 
Differenzierung am deutlichsten ausprägen. 
Eine Sertoli-Zelle ist als terminal differenziert zu betrachten, wenn sie diverse 
Reifungsprozesse durchlaufen hat. Hierzu zählt z.B. die Bildung der Blut-Hoden-
Schranke im basolateralen Bereich zweier benachbarter Sertoli-Zellen. Dieser Prozess 
verläuft schrittweise und beginnt bei der Maus am postnatalen Tag 10 (p10) und ist an 
p16 abgeschlossen (Cyr et al., 1999). Erst nachdem die Blut-Hoden-Schranke 
vollständig aufgebaut ist, ist die Sertoli-Zelle fähig, ein flüssigkeitserfülltes Lumen im 
Innern eines Samenkanälchens zu bilden (Russell et al., 1989; Sharpe et al., 2003). 
Darüber hinaus stellt die Sertoli-Zelle im Zuge ihrer postnatalen Differenzierung ihre 
Proliferationsaktivität bis p17 sukzessive ein (Vergouwen et al., 1991; Vergouwen et 
al., 1993). Folglich kann die Sertoli-Zelle an p18 als terminal differenziert angesehen 
werden.  
 
Um den Zeitpunkt der terminalen Sertoli-Zell-Differenzierung exakt zu erfassen, 
wurden histologische Untersuchungen an Semidünnschnitten juveniler p16, p18 und 
p20 Hoden Sertoli-Zell-spezifischer Klf4 „knock out“ Mäuse und an Hoden 
entsprechender Kontrolltiere durchgeführt. Bei Betrachtung der Histologie an p16 
waren nahezu alle Samenkanälchen vollständig geschlossen. Die Ausbildung eines 
Tubuluslumens war weder bei Kontrolltieren noch bei mutanten Mäusen zu 
beobachten. Dieses Erscheinungsbild der Samenkanälchen beider Gruppen konnte auf 
den unreifen Zustand der zu diesem Zeitpunkt noch nicht terminal differenzierten 
Sertoli-Zellen zurückgeführt werden. Nach dem Einstellen der Teilungsaktivität der 
Sertoli-Zellen und einhergehend mit ihrer terminalen Differenzierung an p18 zeigten 
Tubuli von Kontrolltieren eine vermehrte Lumenbildung. 75 % der ausgezählten 
Tubuli hatten ein Lumen ausgebildet, während nur noch 25 % geschlossen waren und 
immatur erschienen. An p20 hatten 86,6 % der Tubuli in den Hoden der Kontrollen 
ein Lumen gebildet, während nur ein geringer Prozentsatz kein Tubuluslumen 
aufwies. Die histologische Analyse der Semidünnschitte mutanter Tiere ergab, dass an 
p18 nur 31,58 % der Tubuli Sertoli-Zell-spezifischer Klf4 „knock out“ Mäuse ein 
Lumen ausgebildet hatten. Die Mehrheit von 68,42 % der Tubuli war jedoch 
geschlossen und wies ein ähnlich immatures Erscheinungsbild auf, wie die 
Samenkanälchen an p16. Diese Reifungsverzögerung war ebenfalls an 
Semidünnschnitten von p20 Hoden mutanter Tiere zu beobachten. Im Gegensatz zu 
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den Kontrollen, deren Tubuli an p20 zu 86,84 % ein Lumen zeigten, hatte nur die 
Hälfte (49,25 %) der Tubuli Sertoli-Zell-spezifischer Klf4 „knock out“ Mäuse ein 
Lumen ausgebildet. 50,74 % der Tubuli waren noch geschlossen. Dieser Phänotyp 
konnte allerdings bei der histologischen Untersuchung der Hoden adulter (p56) 
konditioneller Klf4 „knock out“ Mäuse nicht mehr detektiert werden (Daten nicht 
gezeigt). Bei der Bestimmung des Durchmessers kreisrunder Tubuli stellte sich zudem 
heraus, dass an p18 die Samenkanälchen der Sertoli-Zell-spezifischen Klf4 „knock 
out“ Mäuse einen leichten, aber statistisch signifikant größeren Durchmesser 
aufwiesen, als die Tubuli der Kontrollen. An p20 jedoch kehrte sich dieser Effekt um 
und es konnte ein statistisch signifikanter, leicht größerer Tubulusdurchmesser bei den 
Kontrollen feststellt werden. 
Das Phänomen der verzögerten oder ausbleibenden Lumenbildung ist bereits 
mehrfach beobachtet und in der Literatur im Zusammenhang mit einem 
undifferenzierten Reifungsstatus der Sertoli-Zelle beschrieben worden. Die 
Untersuchung diverser Hodenbiopsate von Männern mit einem Keimzellreifungsarrest 
ergab beispielsweise, dass eine Gruppe von Patienten mit Hypogonadismus sowie 
geringen Konzentrationen an Gonadotropinen und Testosteron im Serum, 
Samenkanälchen ohne ein Tubuluslumen aufwiesen. Die Sertoli-Zellen in diesen 
Tubuli prägten morphologische Merkmale einer nicht differenzierten, unreifen 
„Ammen“-Zelle aus (Nistal et al., 1998). 
Tiermodelle liefern zudem Beweise, dass eine verzögerte Lumenbildung auch mit 
einer verlängerten Proliferationsdauer der teilungsaktiven, immaturen Sertoli-Zellen 
korrelieren kann. 
Ratten mit einer vom Tag der Geburt an bis p26 herbeigeführten neonatalen 
Unterfunktion bzw. einem induzierten Funktionsausfall der Schilddrüse 
(Hypothyroidismus), zeigten im Vergleich zu Kontrolltieren eine gesteigerte Sertoli-
Zell-Proliferation von Tag 12 der postnatalen Entwicklung bis Tag 30. Eine Bildung 
des Tubuluslumen in Tieren mit induziertem Hypothyroidismus blieb bis zu diesem 
Zeitpunkt jedoch aus. Bei Kontrolltieren hingegen konnte an p20 eine Einstellung der 
Teilungsaktivität der Sertoli-Zellen sowie eine damit einhergehende Reifung und 
Lumenformation beobachtet werden (Van Haaster et al., 1992). In einer ähnlichen 
Studie konnte gezeigt werden, dass ein induzierter Hypothyroidismus postnatal mit 
reduzierten FSH- und LH-Konzentrationen im Serum der Ratte und einer 
beeinträchtigten Reifung des Keimepithels, welche sich abermals in einer verzögerten 
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Sertoli-Zell-Entwicklung sowie einer verspäteten Lumenbildung äußerte, verbunden 
war (Francavilla et al., 1991). Der gegenteilige Effekt – eine vorzeitige Reifung der 
Sertoli-Zellen und eine verfrühte Ausbildung des Tubuluslumen – konnte hingegen 
bei Ratten beobachtet werden, die vom Tag der Geburt an bis p16 mit Trijodthyronin 
(T3) behandelt wurden. T3 bewirkte eine vorzeitige Einstellung der Teilungsaktivität 
von Sertoli-Zellen (van Haaster et al., 1993).  
Obwohl es keine messbaren Unterschiede im Hinblick auf das Hodengewicht 
zwischen Mutanten und Kontrolltieren gab, die auf eine verlängerte 
Proliferationsphase der Klf4-defizienten Sertoli-Zellen hätten schließen lassen 
können, muss trotzdem angenommen werden, dass die Sertoli-Zellen an p18 und p20 
im Hoden konditioneller Klf4 „knock out“ Mäuse noch nicht vollständig funktionell 
differenziert sind. Diese Vermutung basiert auf der beobachtbaren Verzögerung der 
Lumenbildung in Tubuli Sertoli-Zell-spezifischer Klf4 „knock out“ Mäuse im 
Vergleich zu Tubuli in Kontrolltieren. Das insgesamt immature Erscheinungsbild des 
mutanten Keimepithels an p18 und p20 lässt ebenfalls auf eine beeinträchtigte 
Reifung Klf4-defizienter Sertoli-Zellen schließen. Ein leicht vergrößerter 
Tubulusdurchmesser in Mutanten an p18 könnte ebenfalls ein Hinweis darauf sein, 
dass die Sertoli-Zelle zu diesem Zeitpunkt noch nicht die morphologische Gestalt 
einer adulten, maturen „Ammen“-Zelle ausgebildet hat. Die Umkehrung dieses 
Effekts an p20 – hier ist der Durchmesser der Kontrolltubuli leicht vergrößert 
gegenüber dem der Mutanten – könnte eventuell mit der fortgeschrittenen Reifung der 
Samenkanälchen der Kontrolltiere zusammenhängen. 
 
Unter Zuhilfenahme der Transmissionselektronenmikroskopie sollte das Keimepithel 
detaillierter untersucht und weitere Erkenntnisse über den an p18 in mutanten Mäusen 
beobachteten Phänotyp gewonnen werden. Bei den histologischen Untersuchungen 
fand immer ein direkter Vergleich zwischen Geschwistern desselben Wurfs statt.  
An p18 wies das Keimepithel von Kontrolltieren einen hohen Grad an 
morphologischer Gleichmäßigkeit auf, der sich durch die Lokalisation der Sertoli-
Zell-Kerne in der Nähe der Basallamina, die Anordnung einzelner Keimzellen 
entsprechend ihres Reifungsstadiums von basal nach apikal in Richtung Lumen und 
durch ein vorhandenes Lumen auszeichnete. In juvenilen Hoden Sertoli-Zell-
spezifischer Klf4 „knock out“ Mäuse vermittelten die Samenkanälchen ohne 
Tubuluslumen ein stark unstrukturiertes Erscheinungsbild. Das Keimepithel 
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geschlossener Tubuli war bei Mutanten von basal nach apikal mit Vakuolen 
unterschiedlicher Größe durchzogen. Diese Vakuolen waren oftmals von Membranen 
umgeben und/oder enthielten membranöse Bestandteile. Sie konnten deshalb als 
Komponenten des Sertoli-Zell-Cytoplasmas angesehen werden. Das Phänomen der 
geschlossenen Tubuli an p18 und der außergewöhnlich hohe Vakuolisierungsgrad des 
Sertoli-Zell-Cytoplasmas waren nahezu ausschließlich im Keimepithel mutanter Tiere 
festzustellen. 
Weitere Beobachtungen ergaben, dass das Cytoplasma benachbarter Keimzellen im 
Keimepithel Sertoli-Zell-spezifischer Klf4 „knock out“ Mäuse von der Vakuolisierung 
nicht betroffen war. Darüber hinaus waren die Sertoli-Zell-Kerne in der Nähe der 
Basallamina lokalisiert. Die Nuklei wiesen keine histologischen Auffälligkeiten auf 
und erschienen aufgrund ihrer pyramidalen Gestalt und eines prominenten Nukleolus 
ausgereift. Die im Cytoplasma Klf4-defizienter Sertoli-Zellen befindlichen Organellen 
vermitteln ebenfalls ein intaktes Erscheinungsbild, genau wie die zwischen zwei 
benachbarten Setoli-Zellen im basolaterlen Bereich ausgebildete Blut-Hoden-
Schranke. 
Eine Arbeitsgruppe um Grover stellte bei adulten FSH-Rezeptor „knock out“ 
(FORKO) Mäusen ähnliche strukturelle Eigenschaften des Sertoli-Zell-Cytoplasmas 
fest (Grover et al., 2004). Während hier ebenfalls die Sertoli-Zell-Kerne histologisch 
unauffällig waren, die Organellen des Sertoli-Zell-Cytoplasma intakt erschienen und 
die Blut-Hoden-Schranke als korrekt ausgebildet galt, konnten im mittleren und 
apikalen Bereich des Cytoplasmas starke histologische Veränderungen beobachtet 
werden. Diese Anomalien beruhten auf von Membranen umgebenen, 
flüssigkeitserfüllten Räumen unterschiedlicher Größe, die im Sertoli-Zell-Cytoplasma 
eingeschlossen waren. Aufgrund dieser flüssigkeitserfüllten Vakuolen und einer 
drastischen Reduktion des „Androgen-binding protein“ (ABP), einem 
Hauptsekretionsprodukt der Sertoli-Zelle, vermuteten die Autoren bei FORKO-
Mäusen eine Störung des Sekretionsvermögens der Sertoli-Zelle bzw. eine 
Beeinträchtigung des Transports der Flüssigkeit vom Sertoli-Zell-Cytoplasma ins 
Tubuluslumen. Gestützt durch die Tatsache, dass die externe Gabe von FSH in einer 
gesteigerten Produktion der tubulären Flüssigkeit resultiert (Jegou et al., 1982), wurde 
postuliert, dass über die FSH-Rezeptor-Signaltransduktionskaskade die 
Aufrechterhaltung des Flüssigkeitshaushalts im Keimepithel reguliert wird. Darüber 
hinaus zeigten die FSH-Rezeptor „knock out“ Mäuse eine verzögerte 
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Geschlechtsreife. Die Tiere wurden als subfertil beschrieben (Dierich et al., 1998; 
Krishnamurthy et al., 2000; Krishnamurthy et al., 2001). 
Insgesamt betrachtet ergaben die histologischen Untersuchungen des Keimepithels 
Sertoli-Zell-spezifischer Klf4 „kock out“ Mäuse, dass der Verlust von Klf4 in den 
epithelialen Sertoli-Zellen (1) in einer verzögerten funktionellen Differenzierung der 
Sertoli-Zellen resultierte, was aufgrund einer verspäteten Lumenbildung im Vergleich 
zu Kontrolltieren zu vermuten ist. (2) Darüber hinaus wiesen die unstrukturierte 
Erscheinung des Keimepithels und die starke Vakuolisierung des Cytoplasmas Klf4-
defizienter Sertoli-Zellen an p18 auf ein beeinträchtigtes Sekretionsvermögen zum 
Zeitpunkt der terminalen Sertoli-Zell-Differenzierung hin. 
Letztere Vermutung wird durch die bestehende Ähnlichkeit zum Phänotyp der Sertoli-
Zellen bei FSH-Rezeptor „knock out“ Mäusen gestützt (Grover et al., 2004). 
Allerdings tritt der hier beobachtete Sertoli-Zell-Phänotyp bei adulten (p56) Tieren 
nicht mehr auf und ist somit als transient oder reversibel anzusehen. Bei FORKO-
Mäusen hingegen ist dieser Phänotyp dauerhaft zu beobachten. 
Aufgrund der Tatsachen, dass FSH die Produktion der tubulären Flüssigkeit steigert 
(Jegou et al., 1982) und dass in FSH-Rezeptor „knock out“ Mäusen die 
Flüssigkeitssekretion beeinträchtigt ist (Grover et al., 2004), ist es naheliegend zu 
vermuten, dass Klf4 als ein stark FSH-induzierbares Gen (Hamil und Hall, 1994; 
McLean et al., 2002; Sadate-Ngatchou et al., 2004) eine Rolle in diesem über den 
FSHR-Signalweg vermittelten Prozess spielen könnte. 
Ein gestörtes Sekretionsvermögen konnte ebenfalls bei konstitutiven Klf4 „knock out“ 
neugeborenen Mäusen festgestellt werden. Segre und Mitarbeiter beobachteten ein 
desorganisiertes Erscheinungsbild der oberen Hautschichten bei mutanten Tieren. 
Diese morphologischen Anomalien wurden neben der durch die Klf4-Defizienz 
hervorgerufene, ausbleibende terminale Differenzierung der Epithelzellen auch auf 
eine beeinträchtigte Sekretion und Ablagerung von Lipiden zurückgeführt (Segre et 
al., 1999). Des weiteren stellte eine Arbeitsgruppe um Katz fest, dass die im Darm 
konstitutiver Klf4 „knock out“ Mäuse befindlichen unreifen Becherzellen weder eine 
normale Zellmorphologie noch die typischen sekretorischen Vesikel ausbildeten (Katz 
et al., 2002). 
Die histologischen Untersuchungen an juvenilen Hoden von Sertoli-Zell-spezifischen 
Klf4 „knock out“ Mäusen und von Kontrolltieren zeigten an p18 und p20 eine 
Reifungsverzögerung in Samenkanälchen mutanter Tiere auf, die sich in einer 
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verspäteten Lumenbildung und einer starken Vakuolisierung des Sertoli-Zell-
Cytoplasmas äußerte. Diese Beobachtungen führten zu der Annahme, dass der Verlust 
von Klf4 die terminale Differenzierung der Sertoli-Zellen beeinträchtigt. Da die 
Expression definierter Proteine eindeutig mit bestimmten Differenzierungsphasen 
einer Sertoli-Zelle assoziiert ist (Sharpe et al., 2003), sollten immunhistochemische 
Analysen von Markerproteinen – neben den morphologischen Daten – weitere 
Erkenntnisse über den Reifungsstatus der Klf4-defizienten Sertoli-Zellen liefern. Als 
ein Marker für unreife Sertoli-Zellen wurden das Anti-Müller-Hormon (Amh) 
eingesetzt, dessen Expression in der frühen Phase der Hodenorganogenese beginnt 
und erst mit dem Auftreten meiotischer Keimzellen und beginnender 
Androgensensitivität (um p15) endet (Tran et al., 1977; Rey et al., 1993; Rajpert-De 
Meyts et al., 1999). Die Expression des Androgen-Rezeptors (AR) setzt in Sertoli-
Zellen kurz vor ihrer terminalen Differenzierung ein und bleibt im adulten Maushoden 
bestehen (Bremner et al., 1994). Sie war somit ein Merkmal reifer Sertoli-Zellen. Ein 
weiterer in dieser Arbeit verwendeter Marker für terminal differenzierte Sertoli-Zellen 
war der Cyclin-abhängige Kinase-Inhibitor p27Kip1, dessen Expression mit der 
Einstellung der Proliferationsaktivität einhergeht (Beumer et al., 1999). Verglichen 
wurden pro Entwicklungstag jeweils mutante und Kontrollhoden von Geschwistern 
desselben Wurfs. Alle immunhistochemischen Färbungen (IHC) wurden über einen 
Zeitraum vom postnatalen Tag 6 über p12, p15, p18, p21 und p24 bis hin zu adult 
(p56) beobachtet. Die Analysen dieser Sertoli-Zell-spezifischen Marker lieferten 
weder einen Hinweis auf einen unreifen Zustand Klf4-defizienter Sertoli-Zellen im 
adulten Hoden (Amh-IHC) noch zeigten sie eine Reifungsverzögerung an (AR-IHC). 
Anhand der Expression des p27Kip1-Markers konnte keine verlängerte 
Teilungsaktivität der Sertoli-Zellen festgestellt werden.  
Diese Ergebnisse können möglicherweise darauf zurückzuführen sein, dass die 
funktionelle Reifung der Sertoli-Zellen mit großer Wahrscheinlichkeit ein 
schrittweiser Prozess ist und die Sertoli-Zelle nicht durch das „Umlegen eines 
Schalters“ von einer immaturen Zelle in eine adulte, funktionell reife „Ammen“-Zelle 
umgewandelt wird (Sharpe et al., 2003). Ebenfalls ist zu beachten, dass das 
Zeitfenster, in dem diese Reifungsverzögerung zu beobachten ist, relativ klein ist. Die 
morphologischen Unterschiede zwischen den Samenkanälchen Sertoli-Zell-
spezifischer Klf4 „knock out“ Mäuse und von Kontrolltieren waren an p18 am 
stärksten ausgeprägt. An p20 war jedoch schon ein Fortschreiten in der Entwicklung 
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Klf4-defizienter Sertoli-Zellen anhand einsetzender Lumenbildung zu erkennen. Im 
adulten Hoden (p56) war letztendlich kein Unterschied mehr zwischen Kontrollen und 
Mutanten festzustellen, was anzeigt, dass die Sertoli-Zelle den Verlust von Klf4 
kompensieren kann. 
 
Um einen möglichen molekularen Erklärungsansatz zu finden, der eine Interpretation 
des beobachteten Phänotyps erlaubte, wurden Microarray-Analysen durchgeführt. 
Darüber hinaus sollten Gene identifiziert werden, deren Expression durch den Verlust 
des Zinkfingertranskriptionsfaktors Klf4 in Sertoli-Zellen verändert ist. 
Hierzu wurden das Transkriptom eines kompletten p18 Hodens Sertoli-Zell-
spezifischer Klf4 „knock out“ Mäuse und das Transkriptom eines entsprechenden 
Kontrollhodens unter Verwendung eines „Mouse Genome Arrays“ (Affymetrix) 
analysiert. Pro Gruppe wurden jeweils vier verschiedene RNA-Proben aus vier 
individuellen p18 Hoden eingesetzt. Verglichen wurden jeweils die Daten eines jeden 
Mutanten-Arrays mit denen eines jeden Kontroll-Arrays, so dass letztendlich 16 
vergleichende Analysen durchgeführt wurden. Die generierten Daten der 
vergleichenden Microarray-Analysen wurden zunächst einem „Mann-Whitney“-Test 
unterzogen und nur solche Gene in die Auswertung mit einbezogen, die in Mutanten 
mindestens eine 1,5-fach verminderte oder erhöhte Expression („fold change“ = 1,5) 
im Vergleich zu den entsprechenden Genen der Kontrollen zeigten und einem 
Wahrscheinlichkeitswert von p kleiner oder gleich 0,05 standhielten. Zudem musste 
ein Gen, ausgehend von einer Mutante, in mindestens 50 % der Vergleiche als 
anwesend („present“) gelten. Unter diesen Filterbedingungen galt die Expression von 
859 Genen als statistisch signifikant erhöht und von 663 Genen als statistisch 
signifikant vermindert. Um die Auswahl weiter einzuschränken, wurden der „fold 
change“ auf 1,7 erhöht und überprüft, ob die Signale aller „probe sets“, die ein und 
dasselbe Gen repräsentierten, in Einklang gebracht werden konnten. Letztendlich 
konnte eine Liste von insgesamt 51 Genen, von denen 20 hoch- bzw. 31 
herunterreguliert waren, erstellt werden. 
Insgesamt betrachtet konnten in Sertoli-Zell-spezifischen Klf4 „knock out“ Mäusen 
vermehrt Gene als differentiell exprimiert identifiziert werden, die bei der 
Aufrechterhaltung des differenzierten Zustands einer Zelle eine Rolle spielen. 
Die detaillierte Analyse der durch die Wahl strenger Filterkriterien erhaltenen Gene 
zeigte, dass 20 (circa 40 %) von 51 in Mutanten differentiell exprimierter Gene auf 
Diskussion 
134 
Mauschromosom 7 lokalisiert sind. Bei einer Gleichverteilung der möglichen Zielgene 
auf die insgesamt 19 Autosomen und 2 Gonosomen der Maus, wäre eine Anzahl von 
zwei bis drei Genen pro Chromosom zu erwarten gewesen. Der erzielte Wert von 
40 % liegt somit über dem einer Zufallsverteilung. Darüber hinaus weist die Region 
7B3 eine hohe Dichte an differentiell exprimierten Genen auf. Zehn dieser insgesamt 
zwanzig auf Chromosom 7 anzutreffenden Gene sind in dieser Region lokalisiert. Es 
gestaltet sich jedoch schwierig, diese Gene einem bestimmten biologische Prozess 
zuzuordnen, da bisher viele Transkripte identifiziert, aber nicht weiter charakterisiert 
wurden. Allerdings kann beobachtet werden, dass die Gene HMRT1L3 (oder 
PRMT3), HTATIP2, der cDNA-Klon IMAGE:6514950 sowie das Gen HPS5 beim 
Menschen auf Chromosom 11 in der gleichen Reihenfolge anzutreffen sind. Während 
PRMT3, HTATIP2 und die entsprechende genomische Region des cDNA-Klon 
IMAGE:6514950 in der Region 11p15.1 lokalisiert sind, ist Hps5 an Position 11p14 
vorzufinden. 
Eine Regulation von in sogenannten „Clustern“ angeordneter Gene durch Klf4 ist 
bereits beschrieben worden. Segre und Mitarbeiter zeigten, dass die von ihnen 
identifizierten Klf4-Zielgene in einem chromosomalen „Cluster“ verwandter Gene 
anzutreffen sind (Segre et al., 1999). Des weiteren postulierten Chen und Mitarbeiter, 
dass „Krüppel-like factor 4” eine Gruppe epithelspezifischer Keratin-Gene 
möglicherweise gemeinsam über eine „locus control region“ reguliert (Chen et al., 
2003). 
 
Die Microarray-Analysen identifizierten das Htatip2-Gen als das mit einem „fold 
change“ von -21,28 am stärkste herunterregulierte Gen in Mutanten. Htatip2, auch als 
TIP30 beschrieben, codiert für das „HIV-1 interactive protein2“. Htatip2 wirkt als 
negativer Regulator der Metastasierung und kann die Entwicklung von Tumoren 
supprimieren. Beispielsweise zeigen Htatip2 „knock out“ Mäuse eine erhöhte 
Anfälligkeit gegenüber der Ausbildung epithelialer Tumoren (Shtivelman, 1997; 
NicAmhlaoibh und Shtivelman, 2001; Ito et al., 2003). Zudem wurde Htatip2 bei in 
vitro Analysen als ein Gen identifiziert, dessen Expression im differenzierten Zustand 
einer intestinalen Epithelzelllinie hoch reguliert ist (Lindfors et al., 2001). Diese 
Befunde aus anderen Geweben stützen die Interpretation, dass das Fehlen von Htatip2 
eine wesentliche Rolle bei der verzögerten Reifung mutanter Sertoli-Zellen spielen 
könnte. 
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Weitere Gene, die an der Differenzierung von Zellen beteiligt sein können und deren 
Expression ebenfalls in Sertoli-Zell-spezifischen Klf4 „knock out“ Mäusen 
herunterreguliert ist, werden durch das Zinkfingerprotein 39 (Zfp39) und Sox6 
repräsentiert. Das Zinkfingerprotein 39 (Zfp39), dessen Genexpression in Mutanten 
um das 2,42-fache verringert ist, trägt ebenfalls einen Zinkfinger des Cys2His2-Typs 
und wird u.a. in frühen runden Spermatiden und in Oocyten exprimiert (Noce et al., 
1992). Das „SRY-box containing gene 6” (Sox6) wird durch vier „probe sets“ auf dem 
Microarray repräsentiert, wobei alle „probe sets“ eine differentielle Expression 
anzeigen, deren „fold changes“ bei -1,48, -1,72 (dieser Wert ist bei zwei „probe sets“ 
zu beobachten) und -1,8 liegen. Sox6 gehört zu der Familie der Sry-verwandten 
HMG-Box Transkriptionsfaktoren, die an der Determination und Differenzierung 
vieler Zellen beteiligt sind (Ikeda et al., 2004; Park et al., 2006). Sox6 wird 
beispielsweise im Hoden, Nervensystem oder Knorpel exprimiert und ist ebenfalls in 
Differenzierungsprozesse involviert (Connor et al., 1995; Smits et al., 2001; Smits et 
al., 2004).  
Das Sec8l1-Gen, dessen Expression in Sertoli-Zell-spezifischen Klf4 „knock out“ 
Mäusen auf 5 % der Expression in Kontrollmäusen reduziert ist („fold change“ -20), 
codiert für ein Protein, dass eine Komponente des Sec6/Sec8-Exocyst-Komplexes 
darstellt (Ting et al., 1995). Der Sec6/Sec8-Exocyst-Komplex spielt in verschiedenen 
Zellen eine Rolle während des exocytotischen Vesikeltransports und ist essentiell für 
den Aufbau und die Aufrechterhaltung der Polarität von Epithelzellen (Shin et al., 
2000; Prele et al., 2003; Yeaman, 2003; Yeaman et al., 2004). 
Das Hermansky-Pudlak-Syndrom (HPS) ist eine genetisch bedingte, heterogene 
Krankheit, die auf einen gestörten Vesikeltransport zurückzuführen ist. Beeinträchtigt 
sind hierbei sekretorisch aktive Zellen, wie z.B. Melanozyten, Blutplättchen oder 
Epithelzellen der Lungenalveolen. Mausmodelle bestätigten diesen heterogenen 
Phänotyp (Gautam et al., 2004; Wei, 2006). Eines der betroffenen Gene, das Hps5-
Gen, ist in Sertoli-Zell-spezifischen Klf4 „knock out“ Mäuse mehr als vierfach 
herunterreguliert.  
Darüber hinaus konnte eine reduzierte Expression des Dapp1-Gens („Dual adapter for 
phopsphotyrosine and 3-phosphoinositides 1“) in Sertoli-Zell-spezifischen Klf4 
„knock out“ Mäusen festgestellt werden („fold change“ -5,56). Dapp1, was auch als 
Bam32 bezeichnet wird, spielt eine Rolle beim Vesikeltransport (Anderson et al., 
2000) und ist in Kombination mit Rac1 an Umlagerungen des Aktincytoskeletts in der 
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Zelle beteiligt (Allam und Marshall, 2005). Es ist bekannt, dass der Transport von 
Vesikeln mit einer Umlagerung des Aktincytoskeletts einhergeht (Sugihara et al., 
2002; Gasman et al., 2003; Bader et al., 2004). 
Diese in Sertoli-Zell-spezifischen Klf4 „knock out“ Mäusen differentiell regulierten 
Gene führen zu der Annahme, dass der „Krüppel-like factor 4“ in Sertoli-Zellen 
möglicherweise die Expression von Genen reguliert, welche eine Funktion beim 
Transport von Vesikeln bzw. während der Exocytose ausüben. Es kann spekuliert 
werden, dass aufgrund der stark reduzierten Sec8l1-Konzentrationen und infolge 
niedriger Dapp1-Konzentrationen die Exocytoseprozesse in Klf4-defizienten Sertoli-
Zellen beeinträchtigt sind. Auch könnten niedrige Hps5-Level zu einer veränderten 
Vesikelbildung beitragen. Es ist denkbar, dass die bei Sertoli-Zell-spezifischen Klf4 
„knock out“ Mäusen an p18 beobachteten morphologischen Effekte – verzögerte 
Lumenbildung und starke Vakuolisierung des Sertoli-Zell-Cytoplasmas – auf einen 
beeinträchtigten Vesikeltransport, bzw. eine reduzierte apikale Sekretion 
zurückzuführen sind. 
Mit Hilfe der Microarray-Analyse konnten auch zwei Gene identifiziert werden, die 
„orphan nuclear receptors“ Nr4a1 und Nr4a2, deren Expression in Sertoli-Zellen 
durch FSH stark induzierbar ist (McLean et al., 2002). Bei diesen 
Transkriptionsfaktoren handelt es sich um zwei Mitglieder der Familie nukleärer 
Hormonrezeptoren (Hazel et al., 1988; Law et al., 1992), die in verschiedenen 
Geweben, wie z.B. Skelettmuskel (Lim et al., 1995), Herz (Arkenbout et al., 2002) 
oder Nervensystem (Zetterstrom et al., 1996) exprimiert werden. Sie können als 
unmittelbar frühe Gene auf diverse Stimuli reagieren und sind in Prozesse wie 
Zellzyklusregulation, Apoptose, Neurogenese oder Dopaminstoffwechsel involviert 
(Maxwell und Muscat, 2006). In Sertoli-Zell-spezifischen Klf4 „knock out“ Mäusen 
ist die Expression des Nr4a1-Gens 5,79-fach und die des Nr4a2-Gens 3,8-fach erhöht 
im Vergleich zu den Kontrollen. Da der durch die Sertoli-Zell-spezifische Klf4-
Defizienz hervorgerufene Phänotyp nur über einen gewissen Zeitraum zu beobachten 
ist, kann vermutet werden, dass redundante Mechanismen existieren, die den Verlust 
von Klf4 ausgleichen. Ob die FSH-induzierbaren, unmittelbar frühen Gene Nr4a1 und 
Nr4a2 hier eine mögliche Rolle spielen, bleibt spekulativ. 
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Es ist eine Tatsache, dass Klf4-defiziente Sertoli-Zellen in der Lage sind, die 
Spermatogenese zu unterstützen und dass Sertoli-Zell-spezifische Klf4 „knock out“ 
Mäuse uneingeschränkt fertil sind. 
In der Literatur sind bisher einige Gene beschrieben worden, die in Sertoli-Zellen 
stark oder gar ausschließlich dort exprimiert werden und deren Verlust keine oder nur 
geringe Auswirkungen auf die Fertilität der Tiere hat. FSH-Rezeptor „kock out“ 
Mäuse beispielsweise sind trotz ausgeprägter Anomalien reduziert fertil (Dierich et 
al., 1998; Krishnamurthy et al., 2000; Krishnamurthy et al., 2001; Grover et al., 2004). 
Mäuse mit einer Sertoli-Zell-spezifischen Deletion des Gata1-Gens, welches im 
Hoden ausschließlich und zudem stark in Sertoli Zellen exprimiert wird, zeigen eine 
normale Spermatogenese (Lindeboom et al., 2003). Die Sertoli-Zelle scheint also in 
mancherlei Hinsicht eine Art molekulare Absicherung zu besitzen, die ein Vollenden 
der Keimzellreifung und somit die Weitergabe des genetischen Materials und 
letztendlich den Erhalt einer Art gewährleistet. 
 
4.3 Analysen zur Klf4-Expression in Zellen der TM4-Maus-
Sertoli-Zell-Linie 
 
Das Follikel-stimulierende Hormon (FSH) reguliert im prä- und neonatalen Hoden die 
Sertoli-Zell-Proliferation und ist im postnatalen Hoden essentiell für die Initiierung 
und Aufrechterhaltung der Spermatogenese (Cattanach et al., 1977; Singh und 
Handelsman, 1996; Dierich et al., 1998; Krishnamurthy et al., 2000). FSH vermittelt 
seine Wirkung ausschließlich über die testikuläre Sertoli-Zelle. Hierbei spielt die 
cAMP-Proteinkinase A-Signaltranduktionskaskade eine essentielle Rolle: durch die 
Bindung von FSH an seinen Rezeptor wird die Adenylatcyclase aktiviert und wandelt 
ATP in cAMP um. Das cAMP-Signalmolekül wiederum bindet an die regulatorische 
Untereinheit der PKA und setzt somit die katalytische PKA-Untereinheit frei, welche 
ihrerseits Zielproteine, wie z.B. Transkriptionsfaktoren, phosphoryliert (Monaco et al., 
1995; Walker und Cheng, 2005).  
Die Expression des Zinkfingertranskriptionsfaktors Klf4 ist in einer primären Ratten-
Sertoli-Zell-Kultur stark durch FSH induzierbar (Hamil und Hall, 1994; McLean et 
al., 2002; Sadate-Ngatchou et al., 2004). Eine Arbeitsgruppe um Sadate-Ngatchou 
konnte durch FSH-Behandlung von hypogonadalen (hpg) Mäusen eine Expression des 
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„Krüppel-like factor 4“ in vivo induzieren und ordnete es als einen Faktor ein, der in 
der Sertoli-Zelle FSH-Effekte vermittelt (Sadate-Ngatchou et al., 2004). 
 
Ein Teilprojekt dieser Arbeit bestand in der Analyse der Klf4-Expression in einer 
Maus-Sertoli-Zell-Linie (TM4-Zellen). Es galt, die Expressionskinetik der Klf4-
mRNA und die des Klf4-Proteins nach Aktivierung des cAMP-PKA-Signalweges 
darzustellen und eine mögliche Rolle im TM4-Zellzyklus zu untersuchen. 
Die TM4-Zellen repräsentieren eine nicht tumorigene epitheliale Zell-Linie, die von 
einer primären Sertoli-Zell-Kultur der Maus abgeleitet wurde (Mather, 1980). 
Verschiedene Untersuchungen haben gezeigt, dass die TM4-Zellen wichtige 
morphologische Charakteristika und Eigenschaften einer Sertoli-Zelle besitzen und 
beispielsweise auf einen FSH- oder Forskolin-Stimulus mit der Produktion von cAMP 
reagieren (Mather, 1980; Ungefroren et al., 1994; Chan et al., 2000). Obwohl die 
Zellen der TM4-Linie nicht alle Eigenschaften einer primären Sertoli-Zelle 
reflektieren, bringt die Verwendung dieser Zell-Linie einige Vorteile mit sich. Im 
Gegensatz zu einer primären Sertoli-Zell-Kultur, lassen sich die TM4-Zellen 
passagieren und sind in theoretisch unbegrenzten Mengen verfügbar. Zudem tritt bei 
der Etablierung einer primären Sertoli-Zell-Kultur ein „Reinheitsproblem“ auf, da 
zunächst die gesamten Zellen des Hodens präpariert und in Kultur genommen werden. 
Eine primäre Sertoli-Zell-Kultur ist immer durch interstitielle Zellen des Hodens und 
eventuell auch Keimzellen in unterschiedlichem Grad kontaminiert. Durch den 
Einsatz der TM4-Zell-Linie konnte somit eine höhere Reproduzierbarkeit der 
Experimente gewährleistet werden. 
Da die TM4-Zellen den FSH-Rezeptor nur schwach (Mather, 1980) exprimieren, 
wurde in dieser Arbeit das aus der Buntnessel (Coleus forskohlii) isolierte Forskolin 
eingesetzt. Forskolin aktiviert durch eine direkte Bindung die Adenylatcyclase, 
steigert die intrazelluläre cAMP-Konzentration und aktiviert somit die Proteinkinase 
A und andere cAMP-Rezeptorproteine (Seamon und Daly, 1981). FSH und Forskolin 
stimulieren somit beide spezifisch die cAMP-PKA-Signaltransduktionskaskade. 
Zunächst wurde das Klf4-Protein mit Hilfe einer Immunfluoreszenz in TM4-Zellen 
visualisiert. Ausschließlich in Wachstumsmedium kultivierte Zellen zeigten eine 
endogene Expression des Proteins in den Nuclei einiger, aber nicht aller TM4-Zellen. 
Nach einstündiger Stimulation der TM4-Zellen mit Forskolin konnte jedoch in allen 
Zellkernen eine Expression des Klf4-Proteins beobachtet werden, die zudem mit einer 
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deutlichen Steigerung der Signalintensität einherging. Um einen Effekt des Forskolin-
Lösemittels DMSO auszuschließen, wurden die TM4-Zellen zur Kontrolle eine 
Stunde der entsprechenden Menge DMSO ausgesetzt. Die Immunfluoreszenz zeigte 
eine Expression des Zinkfingertranskriptionsfaktors auf Höhe des in 
Wachstumsmedium kultivierten Zellen beobachtbaren Basalniveaus. DMSO 
beeinflusste folglich die Klf4-Expression in TM4-Zellen nicht.  
Diese Experimente belegen, dass „Krüppel-like factor 4“ in TM4-Maus-Sertoli-Zellen 
endogen auf Basalniveau exprimiert wird und dass seine Expression durch die 
Stimulation des cAMP-PKA-Signaltransduktionsweges induziert bzw. deutlich 
gesteigert werden kann.  
 
Während Hamil und Hall eine Induktion der Klf4-Expression nur zu einem definierten 
Zeitpunkt, nämlich nach 2,5 h FSH-Stimulation aufzeigten (Hamil und Hall, 1994), 
verfolgten McLean und Mitarbeiter anhand von Microarray-Analysen die FSH-
induzierte Klf4-mRNA-Expression nach 2 h, 4 h, 8 h und 24 h (McLean et al., 2002). 
Sie stellten nach zweistündiger FSH-Behandlung eine im Vergleich zum Zeitpunkt 0 h 
um mehr als 22-fach induzierte Klf4-Expression fest, die jedoch nach 4 h wieder sank 
(13-fach erhöht) und sich nach 8 h nicht mehr vom Ausgangswert (0 h) unterschied 
(McLean et al., 2002). Daten über den Verlauf der Klf4-Expression vom Zeitpunkt 0 h 
bis 2 h lagen jedoch nicht vor. 
Um detaillierte Aussagen bezüglich der Klf4-Expressionskinetik nach einer Forskolin-
Induktion treffen zu können, wurden TM4-Zellen parallel in Wachstumsmedium, in 
10 µM Forskolin (gelöst in DMSO, Endkonzentration 0,1 %) oder nur in 0,1 % 
DMSO kultiviert. Eine Isolierung der RNA fand in kurzen Abständen (10 min, 20 
min, 30 min, 60 min, 90 min, 120 min, 150 min, 180 min, 210 min, 240 min) über 
einen Zeitraum von insgesamt 4 h statt. Anhand von Northern-Blot-Analysen konnte 
nach zehnminütiger Inkubation der TM4-Zellen in Forskolin enthaltendem 
Wachstumsmedium eine deutliche Steigerung der Klf4-Expression gegenüber den 
Kontrollansätzen und dem Forskolin-induzierten Klf4-Signal nach 180 min, 210 min 
und 240 min beobachtet werden. Während in Wachstumsmedium und in DMSO 
kultivierten TM4-Zellen über den untersuchten Zeitraum nur ein schwaches Signal 
festzustellen war, stieg die Konzentration der Klf4-mRNA in den Forskolin-
behandelten TM4-Zellen stetig an. Unter Berücksichtigung der Beladungsunterschiede 
konnten die höchsten Klf4-mRNA-Konzentrationen in dem Zeitraum von 30 min bis 
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120 min detektiert werden. Nach 180 min sanken diese sehr schnell auf das in den 
Kontrollen beobachtbare Basalniveau ab. Da sich in Wachstumsmedium kultivierte 
Zellen und Zellen, die den angegebenen Konzentrationen DMSO ausgesetzt waren, 
gleich verhielten, wurden die generierten Daten der unbehandelten Zellen nicht 
gezeigt. Bei Betrachtung der Kinetik der Proteinexpression zeigten Western-Blot-
Analysen schon nach 20 min einen starken Anstieg des Klf4-Signals gegenüber dem 
Basalniveau, welches bis zu einer Stunde aufrechterhalten wurde. Im Anschluss 
sanken die Klf4-Proteinkonzentrationen sehr schnell ab und erreichten nach 150 min 
wieder das Basalniveau. 
Eine ähnliche Proteinexpressionskinetik konnte bei der Stimulation einer 
Nebennierentumorzelllinie (PC12) mit Forskolin festgestellt werden: die 
Proteinexpression des Egr1-Transkriptionsfaktors („early growth response 1“) wurde 
über einen Zeitraum von 120 min (0 min, 15 min, 30 min, 45 min, 60 min, 90 min und 
120 min) verfolgt. Die Egr1-Proteinkonzentration stieg schon nach 30 min deutlich 
an, gipfelte in einen Maximalwert bei 45 min und erlangte nach 90 min das 
Basalniveau (Tai et al., 2001). 
Ungewöhnlich war jedoch die Beobachtung, dass ein starkes Klf4-mRNA-Signal über 
den Zeitpunkt des Absinkens der Klf4-Proteinkonzentration hinaus detektiert werden 
konnte. Während das Klf4-Protein nach 150 min das Basalniveau erreichte, war zu 
diesem Zeitpunkt ein deutlich über dem Basalniveau liegendes Klf4-mRNA-Signal 
festzustellen. Eine mögliche Erklärung könnte ein schneller Abbau des Klf4-Proteins 
liefern. Shields und Mitarbeiter lokalisierten im N-terminalen Bereich des Proteins 
eine sogenannte PEST-Domäne, die die Halbwertszeit eines Proteins auf weniger als 
zwei Stunden festlegt (Rogers et al., 1986; Shields et al., 1996). Eine andere 
Arbeitsgruppe bestimmte die Halbwertszeit des Klf4-Proteins in einer 
Colonkrebszelllinie (HCT116). Die Untersuchungen ergaben einen schnellen Abbau 
des Klf4-Proteins nach Serumstimulation. Die Halbwertszeit des Klf4-Proteins lag in 
diesem System bei 120 min (Chen et al., 2005). 
Um zu beweisen, dass die Induktion der Klf4-Genexpression nach Forskolin-
Behandlung spezifisch über den cAMP-PKA-Signaltransduktionsweg erfolgte, 
wurden die Zellen gleichzeitig mit Forskolin und einem Inhibitor der Proteinkinase A 
(H-89) inkubiert. Die zuvor beobachtete Induktionsreaktion konnte durch den Einsatz 
des PKA-Inhibitors H-89 vollständig unterbunden werden. Diese Experimente lassen 
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darauf schließen, dass eine Induktion der Klf4-Expression durch Forskolin in Sertoli-
Zellen somit spezifisch über den cAMP-PKA-Weg erfolgte. 
Basierend auf den zuvor mittels Immunfluoreszenz und Westernblot-Analysen 
erzielten Resultaten – es konnte gezeigt werden, dass die Klf4-Expression in allen 
Forskolin-behandelten Zellen stark induziert wird und dass diese über einen Zeitraum 
von 20 min bis 60 min stabil aufrechterhalten wird – sollte in einem weiteren 
Experiment überprüft werden, ob sich eine durch Forskolin-induzierte Klf4-
Proteinexpression auf die Zellzyklusprogression der TM4-Zellen auswirkt. Hierzu 
wurden die Zellen zunächst durch Serumentzug synchronisiert und im Anschluss mit 
Forskolin stimuliert. Als Kontrollen dienten abermals in Wachstumsmedium 
kultivierte oder mit DMSO behandelte TM4-Zellen. Diese Zellen wurden über einen 
Zeitraum von insgesamt 24 h kultiviert. In definierten Zeitabständen (0 h, 1 h, 3 h, 6 h, 
12 h und 24 h) erfolgte eine Fixierung und eine Propidiumiodid-Färbung der TM4-
Zellen. Mit Hilfe der Durchflusszytometrie wurde der DNA-Gehalt dieser Zellen 
gemessen und anhand dessen der Zellzyklusstatus abgeleitet. In allen Ansätzen war 
eine Progression im Zellzyklus zu beobachten. Es konnten allerdings zu den 
definierten Zeitpunkten keine Unterschiede im Hinblick auf den Zellzyklusstatus 
zwischen Forskolin-stimulierten, DMSO-behandelten und in Wachstumsmedium 
kultivierten Zellen herausgestellt werden. Diese Experimente lassen somit keine 
Rückschlüsse auf eine mögliche Beteiligung von Klf4 an der Zellzyklusregulation von 
TM4-Zellen zu. Obwohl aufgrund der zuvor durchgeführten Analysen davon 
auszugehen ist, dass eine starke Induktion der Klf4-Proteinexpression in allen mit 
Forskolin behandelten TM4-Zellen erfolgte und bis zu einer Stunde stabil 
aufrechterhalten wurde, muss bedacht werden, dass es sich bei Klf4 um ein 
unmittelbar frühes Gen handelt. Es besteht die Möglichkeit, dass der anfängliche 
Stimulus nicht ausreichte, um einen dauerhaften Effekt auf den TM4-Zellzyklus zu 
erzielen. Um eine exaktere Aussage über eine mögliche Rolle von Klf4 im Zellzyklus 
von TM4-Zellen treffen zu können, müsste ein System geschaffen werden, dass die 
konstitutive Expression von Klf4 in TM4-Zellen ermöglicht. Ferner ist denkbar, dass 
durch den Forskolin-Stimulus auch Gene oder Proteine aktiviert wurden, die im 
Hinblick auf die Zellzyklusregulation einen zu Klf4 gegenläufigen Effekt aufweisen, 
also mögliche Auswirkungen von alleiniger Klf4-Expression wieder egalisieren. 
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Die Untersuchungen der mRNA- und Proteinexpressionskinetik zeigen, dass Klf4 als 
ein unmittelbar frühes Gen („immediate-early gene“) eingeordnet werden muss. 
Unmittelbar frühe Gene zeichnen sich durch ihre schnelle, aber transiente Aktivierung 
aus. Diese kann beispielsweise als Antwort auf einen hormonellen Stimulus erfolgen 
(Hall et al., 1988) oder das Resultat einer veränderten Umweltbedingung, wie z.B. der 
Zugabe von Serum zu in Wachstumsarrest befindlichen Zellen, darstellen (Lau und 
Nathans, 1987). Intrazelluläre Signaltransduktionskaskaden, wie z.B. der cAMP-PKA-
Weg, ermöglichen über spezifische membrangebundene Rezeptoren und der 
Produktion von Vermittlermolekülen, sogenannte „second messenger“, der Zelle 
innerhalb weniger Minuten auf einen gegebenen Stimulus zu reagieren, was sich in 
einer veränderten Genexpression äußert (Silva et al., 2002). 
Eine schnelle Reaktion der Sertoli-Zelle auf einen hormonellen Stimulus ist 
erforderlich, um im neonatalen bzw. postnatalen juvenilen Hoden Prozesse wie 
Sertoli-Zell-Proliferation, Sertoli-Zell-Differenzierung und Keimzellreifung zu 
regulieren und zu koordinieren (Singh et al., 1995; Singh und Handelsman, 1996; 
Dierich et al., 1998; Buzzard et al., 2003; Holsberger et al., 2003; De Gendt et al., 
2004). Im adulten Hoden ist eine schnelle Induktion der Genexpression ebenfalls 
vonnöten, da die Sertoli-Zelle definierte Gene temporär und im Einklang mit dem 
Spermatogenesezyklus exprimiert. Beispielsweise werden sowohl der FSH-Rezeptor 
(Kliesch et al., 1992) als auch der Androgen-Rezeptor (Bremner et al., 1994) 
entsprechend des Reifungsstatus der mit der Sertoli-Zelle assoziierten Keimzellen 
exprimiert. 
Als ein unmittelbar frühes Gen in Sertoli-Zellen wurde auch ICER („inducible cAMP 
early repressor“) beschrieben (Molina et al., 1993). ICER repräsentiert eine 
Transkriptvariante des CREM-Gens („cAMP-response element modulator“) und 
agiert als Repressor cAMP-induzierter Gene. Die transiente Expression von ICER 
wird spezifisch durch FSH induziert und über den cAMP-PKA-Signalweg reguliert 
(Monaco et al., 1995). Beim Vergleich der Kinetiken der mRNA-Expression von 
ICER und von Klf4 nach Forskolin-Induktion konnte beobachtet werden, dass die 
Expression der Klf4-mRNA sehr viel schneller erfolgt, als die von ICER. Erste ICER-
mRNA-Signale konnten eine Stunde nach Forskolin-Stimulation detektiert werden. 
Ein Maximum wurde nach vier Stunden erreicht und ein Absinken auf das 
Basalniveau konnte nach 24 Stunden beobachtet werden ((Monaco et al., 1995) und 
eigene Northern-Blot-Analysen). Eine Induktion der Klf4-mRNA konnte hingegen 
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schon nach 10 min beobachtet werden. Die maximale Induktion wurde über einen 
Zeitraum von 30 min bis 120 min erreicht und Signalintensitäten, die dem 
Basalniveau entsprachen, konnten nach 180 min detektiert werden. Die Klf4-mRNA-
Expression wird somit eindeutig vor der ICER-mRNA-Expression induziert und sinkt 
wieder auf ihr Basalniveau herab, kurz bevor die ICER-mRNA-Konzentration ihren 
Maximalwert erreicht hat. Ob das schnelle Absinken der Klf4-mRNA-Konzentration 
in Verbindung mit steigenden ICER-Konzentrationen steht oder sogar durch diese 
verursacht wird, müssen weitere Experimente klären. 
Bewiesen werden konnte bisher, dass eine sehr schnelle und transiente Stimulation der 
Klf4-Expression nach Forskolin-Behandlung über den cAMP-PKA-Signalweg 
erfolgte. Ungeklärt ist jedoch noch, wie die katalytische Untereinheit der 
Proteinkinase A die Transkription des Klf4-Gens induziert. 
Die letzten Schritte der cAMP-PKA-Signaltransduktionskaskade können mit Hilfe des 
Transkriptionsfaktors CREB („cAMP-responsive element binding protein“) vermittelt 
werden. Nach der Phosphorylierung von CREB durch die katalytische Untereinheit 
der Proteinkinase A kann der Transkriptionsfaktor an eine definierte Sequenz – an das 
sogenannte CRE-Element („cAMP-responsive element“) (Comb et al., 1986) – im 
Promotor von Zielgenen binden und somit deren Transkription aktivieren (Hoeffler et 
al., 1988; Gonzalez und Montminy, 1989). Der Klf4-Promotor weist in dem 
geforderten Abstand von ca. 200 bp kein „cAMP responsive element“ auf. Eine 
konservierte CRE-Sequenz konnte erst circa 3 kb 5’-wärts des Klf4-Promotors 
lokalisiert werden (Zhang et al., 2005). Ob diese funktionstüchtig ist und ob die Klf4-
Expression aufgrund dieses CRE durch CREB reguliert wird, ist fraglich. Des 
weiteren besteht die Möglichkeit, dass das Klf4-Protein selbst von der katalytischen 
Untereinheit der PKA phosphoryliert wird und seine eigene Expression induziert. 
Denkbar wäre dieses Modell aufgrund der Tatsache, dass Klf4 seinen eigenen 
Promotor positiv regulieren kann (Mahatan et al., 1999) und eine Basalexpression des 
Klf4-Gens anhand seiner mRNA auch im nicht stimulierten Zustand nachzuweisen ist. 
Zudem konnten im Klf4-Protein vier potentielle Phosphorylierungsstellen mit Hilfe 
einer Datenbankanalyse ausfindig gemacht werden (Blom et al., 1999). Ob Klf4 ein 
direktes Zielprotein der PKA ist, bleibt allerdings offen. 
  
Die Expression des „Krüppel-like factor 4“ Gens ist in den epithelialen Sertoli-Zellen 
sowohl in vivo als auch in vitro durch FSH bzw. Forskolin über den cAMP-PKA-
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Signaltransduktionsweg induzierbar. Aufgrund der schnellen und transienten Antwort 
auf einen FSH- oder Forskolin-Stimulus muss Klf4 als ein unmittelbar frühes Gen 
eingeordnet werden. Klf4 könnte in vivo somit als eine Art Schlüsselmolekül bei der 
Vermittlung von FSH-Stimuli agieren, über das im juvenilen Hoden die terminale 
Differenzierung der Sertoli-Zellen vorangetrieben wird. 
Klf4 scheint in den Sertoli-Zellen überwiegend als Differenzierungsfaktor zu wirken, 
da sowohl die vergleichenden Microarray-Analysen (RNA aus Sertoli-Zell-
spezifischen Klf4 „knock out“ Mäusen versus RNA aus Hoden von Kontrolltieren) als 
auch die Induktion der Klf4-Expression in Zellen der TM4-Linie keine Hinweise auf 
eine Rolle des Zinkfingertranskriptionsfaktors während der Zellzyklusregulation 
liefern. Dies steht im Gegesatz zu anderen Befunden z.B. aus dem Epithel des Magens 
(Katz et al., 2005). 
Diese und andere Studien konnten die Expression des Klf4-Gens in Sertoli-Zellen 
bisher nur auf mRNA-Ebene und als eine transiente Antwort auf einen FSH- oder 
Forskolin-Stimulus nachweisen (Hamil und Hall, 1994; McLean et al., 2002; Sadate-
Ngatchou et al., 2004). In dieser Arbeit wurde erstmals die Proteinexpressionskinetik 
von Klf4 in einer Sertoli-Zell-Linie dokumentiert. Versuche, das Protein mittels 
Immunhistochemie in Sertoli-Zellen verschiedener Hodenentwicklungsstadien 
nachzuweisen, führten bisher nicht zum Erfolg. Da das Protein in anderen Geweben 
(wie eigene Untersuchungen an z.B. Ösophagus, Haut oder Zunge zeigten) 
immunhistochemisch nachweisbar ist, könnte eine mögliche Erklärung für die 
Nachweisproblematik in den Sertoli-Zellen die kurze Halbwertszeit des Proteins sein 
(Shields et al., 1996; Chen et al., 2005), die in den Sertoli-Zellen durch die bestehende 
FSH-Abhängigkeit der Klf4-Expression im Vergleich zu anderen Organen nochmals 
vermindert sein könnte. 
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4.4 Ausblick 
 
Die Identifizierung und Charakterisierung vier funktioneller Klf4-Transkriptvarianten 
im Maushoden ergab, dass diese durch den Gebrauch alternativer 
Polyadenylierungssignale (PAS) generiert wurden. Des weiteren wurde festgestellt, 
dass Sertoli-Zellen ein anderes PAS als Keimzellen nutzen. Die Gründe für die 
zelltypspezifische Nutzung alternativer PAS sind jedoch unklar. 
Immunhistochemische Analysen könnten zeigen, ob das Klf4-Protein in runden 
Spermatiden oder in nachfolgenden Keimzellreifungsstadien exprimiert wird und 
somit Hinweise auf eine mögliche Entkopplung von Transkription und Translation 
liefern. Des weiteren könnten Untersuchungen bezüglich der Klf4-mRNA-
Verfügbarkeit – wird die Klf4-mRNA in Form von cytoplasmatischen 
Ribonukleoproteinpartikeln gespeichert oder ist diese mit Ribosomen assoziiert? – 
Aufschluss darüber geben, ob eine Regulation der Translation der Klf4-mRNA 
stattfindet. Im Falle einer Bestätigung der vermuteten Translationsregulation könnten 
funktionelle Analysen der in silico herausgestellten Bindestellen für RNA-bindende 
Proteine weitere Erkenntnisse über den hierfür verantwortlichen Mechanismus 
bringen. 
 
Mit Hilfe von in vitro Studien an einer Maus-Sertoli-Zell-Linie (TM4-Zellen) konnte 
das Klf4-Gen aufgrund seiner schnellen und transienten Antwort auf einen Forskolin-
Stimulus als ein unmittelbar frühes Gen identifiziert werden. Ungeklärt ist allerdings 
die Frage, ob der schnelle Anstieg der Klf4-Proteinkonzentration auf eine de novo 
Synthese des Proteins oder möglicherweise auf eine Demaskierung des Proteins durch 
eine posttranlationale Modifikation zurückzuführen ist. Eine durch das Antibiotikum 
Cycloheximid verursachte Hemmung der Translation könnte hier zur Klärung 
beitragen. Darüber hinaus ist nicht bekannt, welche DNA-Sequenz des Klf4-
Promotors für die FSH- bzw. Forskolin-Induzierbarkeit des Klf4-Gens verantwortlich 
ist. Definierte Bereiche des Klf4-Promotors könnten beispielsweise mit Hilfe eines 
Luciferase-Reportergen-Systems auf ihre Induzierbarkeit durch FSH oder Forskolin 
getestet werden. Um eine eindeutige Aussage über eine mögliche Beteiligung des 
„Krüppel-like factors 4“ am Zellzyklus der TM4-Zellen machen zu können, müsste 
ein System geschaffen werden, dass eine konstitutive Expression des Klf4-Gens in 
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TM4-Zellen erlaubt. Vorteile einer konstitutiven Klf4-Expression durch Transfektion 
gegenüber einer Induktion der Klf4-mRNA-Expression durch Forskolin lägen sowohl 
in einer permanenten, starken Klf4-mRNA-Abundanz als auch in der Spezifität des 
Stimulus. Bei einer Stimulation der cAMP-PKA-Signaltransduktionskaskade, die in 
einer Induktion der Klf4-Expression resultiert, muss davon ausgegangen werden, dass 
ebenfalls die Expression weiterer Gene aktiviert wird.  
 
In dieser Arbeit konnte demonstriert werden, dass eine Sertoli-Zell-spezifische 
Deletion des Klf4-Gens zu einer Verzögerung der terminalen Sertoli-Zell-
Differenzierung im juvenilen Hoden führt. Neben einer verzögerten Bildung des 
Tubuluslumens in den Samenkanälchen mutanter Tiere konnte eine starke 
Vakuolisierung des Sertoli-Zell-Cytoplasmas beobachtet werden. Dieser Phänotyp 
wurde jedoch nicht mehr am postnatalen Tag 56 (p56) beobachtet. Adulte Tiere 
zeigen keine histologischen Auffälligkeiten mehr und sind fertil. Um den Zeitpunkt 
der Kompensation dieses Effekts genauer zu bestimmen, müssten weitere 
morphologische Untersuchungen an Semidünnschnitten des Keimepithels in 
engmaschigeren Zeitabständen von p20 bis p56 erfolgen. Eine immunhistochemische 
Färbung gegen ein Protein, wie z.B. das „proliferating cell nuclear antigen“ (PCNA) 
ließe Rückschlüsse auf die Teilungsaktivität zu und würde somit weitere 
Informationen bezüglich des Zellzyklusstatus Klf4-defizienter Sertoli-Zellen in p18 
Hoden liefern. Weitere interessante Hinweise auf die Funktion des stark FSH-
iduzierbaren Klf4-Gens in der Sertoli-Zelle könnten transgene Tiermodelle liefern. 
Denkbar wäre eine konstitutive Expression des Klf4-Gens beginnend im neonatalen 
und fortbestehend im postnatalen Hoden unter der Kontrolle eines Sertoli-Zell-
spezifischen Promotors. Aufgrund seiner Funktion während der terminalen 
Differenzierung diverser epithelialer Zellen (Segre et al., 1999; Katz et al., 2002) und 
der in dieser Studie erzielten Ergebnisse, könnte man eine verfrühte terminale 
Differenzierung von Sertoli-Zellen erwarten. 
Da Klf4 nicht nur in Sertoli-Zellen exprimiert wird (Hamil und Hall, 1994; Behr und 
Kaestner, 2002; McLean et al., 2002; Sadate-Ngatchou et al., 2004), sondern eine 
hohe Klf4-mRNA-Abundanz in runden Spermatiden detektiert werden konnte (Behr 
und Kaestner, 2002), könnte die Generierung einer Keimzell-spezifischen Klf4 
„knock out“ Maus weitere wertvolle Erkenntnisse zur Rolle des Transkriptionsfaktors 
Klf4 im Keimepithel des Maushodens liefern. 
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5 Zusammenfassung 
 
Der „Krüppel-like factor 4“ gehört zur Familie der SP1-artigen/„Krüppel-like“ 
Zinkfingertranskriptionsfaktoren, die mutmaßlich aus multiplen Genduplikationen 
hervorgegangen sind (Kaczynski et al., 2003). Anhand einer konstitutiven „knock out“ 
Maus konnte die postulierte Wichtigkeit (Garrett-Sinha et al., 1996; Shields et al., 
1996) des stark in diversen postmitotischen Epithelzellen exprimierten „Krüppel-like 
factor 4“ während terminaler Differenzierungsprozesse bestätigt werden (Segre et al., 
1999; Katz et al., 2002; Katz et al., 2005). Klf4 „kock out“ Mäuse sterben wenige 
Stunden nach der Geburt aufgrund einer fehlenden Hautschutzbarriere und dem daraus 
resultierenden Flüssigkeitsverlust (Segre et al., 1999). Im Hoden wird Klf4 von den 
Keimzellen und den Sertoli-Zellen exprimiert (Behr und Kaestner, 2002), wobei die 
Expression des Zinkfingertranskriptionsfaktors in den Sertoli-Zellen stark durch FSH 
induzierbar ist (Hamil und Hall, 1994; McLean et al., 2002; Sadate-Ngatchou et al., 
2004). Die epitheliale Sertoli-Zelle ist als sogenannte „Ammen“-Zelle unerlässlich für 
die Entwicklung und Reifung testikulärer Keimzellen (Griswold, 1998). Um ihre 
Aufgaben erfüllen zu können, muss die „Ammen“-Zelle im postnatalen Hoden eine 
funktionelle Reifung durchlaufen, die u.a. mit einer Gestaltänderung, der Einstellung 
ihrer Teilungsaktivität, der Ausbildung der Blut-Hoden-Schranke sowie der 
Generierung eines flüssigkeitserfüllten Tubuluslumen einhergeht (Sharpe et al., 2003). 
Wird die terminale Differenzierung einer Sertoli-Zelle gestört, so kann dies in einer 
beeinträchtigten Spermatogenese resultieren oder sogar bis zur Infertilität führen 
(Steger et al., 1996; Raymond et al., 2000; Sharpe et al., 2003; Myers et al., 2005).  
In dieser Arbeit sollte die Rolle des „Krüppel-like factor 4“ in Sertoli-Zellen der Maus 
untersucht werden. Dazu wurde eine Sertoli-Zell-spezifische Klf4 „knock out“ 
Mauslinie generiert. Zudem stand mit der TM4-Sertoli-Zell-Linie ein in vitro System 
zur Verfügung, anhand dessen die Klf4-Expressionskinetik untersucht werden konnte.  
 
Mittels Sequenzanalysen konnte die Existenz eines in der Literatur bisher nicht 
beschriebenen (Mahatan et al., 1999), aber in einer Datenbank aufgeführten 
(ENSMUSG00000003032), zusätzlichen Introns des Klf4-Gens bestätigt werden. Die 
Analyse der genomischen DNA diverser Mausstämme zeigte, dass im Hinblick auf die 
Anwesenheit des 116 bp zählenden Introns keine Stammspezifität bestand. Das 
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ursprüglich dritte Exon des Klf4-Gens wird somit in zwei Exons geteilt. Der 
„Krüppel-like factor 4“ wird folglich von einem aus fünf Exons und vier Introns 
bestehenden Gen codiert.  
 
Des weiteren konnten vier verschiedene Klf4-Transkripte im Hoden der Maus 
identifiziert und charakterisiert werden. RACE-PCR-Analysen ergaben, dass die 
Generierung dieser Klf4-Transkriptvarianten auf der alternativen Nutzung vier 
funktioneller Polyadenylierungssignale (PAS) basierte. Es wurde festgestellt, dass die 
Sequenz zweier PAS der Konsensussequenz entsprach (PAS-III, PAS-IV), während 
sich die Sequenzen der am weitesten 5’-wärts gelegenen PAS-I und PAS-II jeweils in 
einem Nukleotid vom klassischen Signal unterschieden. Unter Zuhilfenahme von RT-
PCR-Untersuchungen und Northern-Blot-Analysen konnte sowohl ein entwicklungs- 
als auch ein zelltypischer Gebrauch der alternativen Klf4-PAS festgestellt werden. 
Während eine Entwicklungsreihe verschiedener postnataler Hodenstadien eine 
ausschließliche Nutzung des PAS-I dem juvenilen Hoden zuordnete, konnten mit dem 
Auftreten bestimmter postmeiotischer Keimzellstadien auch längere Klf4-Transkripte 
detektiert werden. Zudem konnte anhand einer Sertoli-Zell-Linie (Mather, 1980) 
sowie eines Keimzell-defizienten Maushodens (Loveland und Schlatt, 1997) gezeigt 
werden, dass Sertoli-Zellen ausschließlich das erste Klf4-PAS nutzen. Eine 
Untersuchung diverser Mausorgane ergab, dass diese Transkriptdiversität nicht ein 
hodenspezifisches Phänomen war, sondern der Gebrauch alternativer Klf4-PAS auch 
in anderen Organen zu beobachten war. Hinweise auf eine mögliche Regulation der 
Translation der Klf4-mRNA lieferten in silico identifizierte Sequenzmotive im 3’UTR 
des Klf4-Gens.  
 
Anhand weiterer genomischer Untersuchungen bezüglich des Klf4-Gens der Maus 
konnten im Rahmen dieser Arbeit sechs Pseudogene identifiziert werden, die die 
typischen Charakteristika prozessierter Pseudogene besitzen. Die Klf4-Pseudogene 
sind auf unterschiedlichen Chromosomen lokalisiert und variieren in ihrer Länge. 
Jedoch weisen alle Pseudogene das vierte Polyadenylierungssignal des 
korrespondierenden Klf4-Gens auf.  
 
Zur Analyse der Funktion des Zinkfingertranskriptionsfaktors Klf4 wurden Sertoli-
Zell-spezifische Klf4 „knock out“ Mäuse generiert. Die Untersuchungen ergaben, dass 
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die Sertoli-Zellen trotz des Verlusts des Klf4-Gens in der Lage waren, die 
Spermatogenese erfolgreich zu unterstützen: Sertoli-Zell-spezifische Klf4 „knock out“ 
Mäuse waren fertil (Untersuchungen ab p56). Ihre Hoden produzierten Spermien und 
waren histologisch unauffällig. Der Fertilitätstest, die Dokumentation des Hoden- und 
des Körpergewichts der Tiere sowie die Untersuchungen des Status von FSH, 
Testosteron und T3 im Serum von Kontroll- und mutanten Mäusen ergaben keine 
Unterschiede zwischen den beiden Gruppen. Jedoch konnten an juvenilen Hoden um 
den Zeitpunkt der terminalen Sertoli-Zell-Differenzierung starke morphologische 
Differenzen zwischen Kontrolltieren und Mäusen mit einer Sertoli-Zell-spezifischen 
Klf4-Deletion herausgestellt werden. Der Verlust von Klf4 in Sertoli-Zellen resultierte 
um den Tag der terminalen Differenzierung der „Ammen-Zellen“ in einer verzögerten 
Bildung des Tubuluslumens (p18, p20). Das Keimepithel erschien in Hoden von 
Kontrolltieren sehr strukturiert, während das in Hoden Sertoli-Zell-spezifischer Klf4 
„knock out“ Mäuse ein desorganisiertes, unreifes Erscheinungsbild vermittelte. 
Darüber hinaus konnte an p18 Hoden mutanter Tiere eine starke Vakuolisierung des 
Sertoli-Zell-Cytoplasmas beobachtet werden. Dieser Phänotyp konnte jedoch 
offensichtlich weitestgehend kompensiert werden, so dass an p56 keine Differenzen 
zwischen Kontrollen und Mutanten zu beobachten waren. Microarray-Analysen 
lieferten Hinweise auf eine mögliche Erklärung dieses Phänotyps: in Mutanten 
konnten an p18 besonders stark differentiell exprimierte Gene identifiziert werden, die 
eine Rolle während der Vesikelbildung, dem Vesikeltransport und bei 
Sekretionsprozessen spielten.  
 
Im Rahmen dieser Arbeit konnte eine Expression des Klf4-Proteins auf Basalnivieau 
in der TM4-Sertoli-Zell-Linie demonstriert werden. Es gelang die Expression des 
Klf4-Gens durch die Behandlung dieser Zellen mit Forskolin zu induzieren und 
deutlich zu verstärken. Anhand von Untersuchungen der Klf4-mRNA- und 
Proteinexpressionskinetiken konnte Klf4 als ein unmittelbar frühes Gen eingeordnet 
werden, welches mit einer sehr schnellen und transienten Expression auf einen 
Forskolin-Stimulus reagierte. Durch die Verwendung eines Inhibitors der 
Proteinkinase A, H-89, wurde bewiesen, dass die Induktion der Klf4-mRNA-
Expression nach Gabe von Forskolin spezifisch über den cAMP-PKA-
Signaltransduktionsweg erfolgte. „Inducible cAMP early repressor“ (ICER) ist ein 
unmittelbar frühes Gen, dessen Expression in einer primären Sertoli-Zell-Kultur durch 
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FSH oder Forskolin induziert werden kann. Ein Vergleich der Klf4- und ICER 
mRNA-Expressionskinetiken  zeigte, dass die Expression des Klf4-Gens erstens 
schneller, als die von ICER erfolgte, und zweitens die Klf4-mRNA-Konzentration auf 
das Basalniveau gesunken war, kurz bevor die ICER-mRNA maximale Abundanz 
erreichte. 
  
Der „Krüppel-like factor 4“ ist folglich ein unmittelbar frühes, über den cAMP-PKA-
Signalweg induzierbares Gen, welches im Hoden durch verschiedene 
Transkriptvarianten repräsentiert wird. Der Sertoli-Zell-spezifsche Verlust des 
Zinkfingertranskriptionsfaktors wirkt sich im juvenilen Maushoden auf die terminale 
Differenzierung der Sertoli-Zellen aus. Eine verzögerte Bildung des Tubuluslumens in 
mutanten Tieren sowie ein desorganisiertes Keimepithel liefern Hinweise auf einen 
unreifen, nicht ausdifferenzierten Zustand der Klf4-defizienten Sertoli-Zellen. 
Darüber hinaus lassen transmissionselektronenmikroskopische Untersuchungen und 
Microarray-Analysen auf beeinträchtigte Sekretionsprozesse in der Sertoli-Zelle 
schließen. Es ist davon auszugehen, dass dieser Effekt im Laufe der postnatalen 
Entwicklung kompensiert wird, da adulte (p56) Sertoli-Zell-spezifische Klf4 „knock 
out“ Mäuse fertil sind und deren Hoden histologisch unauffällig erscheinen.  
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7 Anhang 
 
7.1 Oligonukleotide 
 
Tab. 7-1. Verwendete Oligonukleotide. 
 
Bezeichnung Sequenz 5’- 3’ Bemerkung 
ß-Act1-fw acc ttc aac acc ccm gcc atg tac g (m=a/c) PCR ß-Actin 
ß-Act2-re ctr atc cac atc tgc tgg aag gtg g (r=a/g)  
Cre26-fw cct gga aaa tgc ttc tgt ccg Genotypisierung 
Cre36-re cag ggt gtt ata agc aat ccc (Lecureuil et al., 2002) 
mmKlf4-ex1-fw1 ctg ggc ccc cac att aat gag Genotypisierung 
mmKlf4-GSP2-re1 gtc gct gac agc cat gtc aga ctc g (Katz et al., 2002) 
mmKlf4-intr3-re2 cag agc cgt tct ggc tgt ttt  
mmKlf4-3'RACE-fw1 gca ggc tgt ggc aaa acc tat ac 3’RACE-PCR 
mmKlf4-5'RACE-re1 cgc ttc atg tga gag agt ttc tc 5’RACE-PCR 
mmKlf4-GSP2-re1 gtc gct gac agc cat gtc aga ctc g 3’RACE-PCR 
mmKlf4-GSP2-fw1 cag gtc gga cca cct tgc ctt aca c 5’RACE-PCR 
Adapter-Primer AP1 cca tcc taa tac gac tca cta tag ggc RACE-PCR 
Adapter-Primer AP2 act cac tat agg gct cga gcg gc RACE-PCR 
Gex1-fw1 cct tct ggg ccc cca cat ta PCR Klf4-ORF 
mmKlf4-pA-I-re1 ctg act tgc tgg gaa ctt gac  
mmKlf4-ex3-fw1 cct tca acc tgg cgg aca tc PCR Klf4 
mmKlf4-ex3b-re1 ctc ctc tgg cag gca gga ac  „zusätzliches Intron“ 
mmKlf4-GSP2-fw1 cag gtc gga cca cct tgc ctt aca c PCR PAS-I  
mmKlf4-pA-I-re1 ctg act tgc tgg gaa ctt gac  
mmKlf4-GSP2-fw1 cag gtc gga cca cct tgc ctt aca c PCR PAS-II 
mmKlf4-pA-II-re1 cac aat tca agg gaa tcc tgg  
mmKlf4-GSP2-fw1 cag gtc gga cca cct tgc ctt aca c PCR PAS-III 
mmKlf4-pA-III-re1 ctg ctt aaa ggc ata ctt ggg  
mmKlf4-GSP2-fw1 cag gtc gga cca cct tgc ctt aca c PCR PAS-IV 
mmKlf4-pA-IV-re1 ctc acc ttg agt atg caa aat ac  
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Tab. 7-1. Fortsetzung: verwendete Oligonukleotide. 
 
Bezeichnung Sequenz 5’- 3’ Bemerkung 
mmKlf4-SB-fw1 agc gta agt ctg acg tca acg Klf4  
mmKlf4-SB-re1 gct ctt gga atg cat ctc ttc c SB-Sonde 
mmICER-fw1 gac tgt ggt acg gcc aat aag ICER  
mmDBD2-ICER-re1 gtt ctg aac ttc cag cac tgc NB-Sonde 
Gex1-fw1 cct tct ggg ccc cca cat ta Klf4-ORF  
mmKlf4-ORF-re1 gtc aca tcc act acg tgg gat PCR und NB-Sonde 
mmDapp1-fw2 aag gct atc tca cca agc agg PCR Dapp1 
mmDapp1-re1 cca ttc atc ggc ttc aac tcc  
mmHtatip2-fw1 agg aaa tcc tgg gac aga acc PCR Htatip1 
mmHtatip2-re1 aca act gac gtg gag tag tgc  
mmNr4a1-fw1 acg gac aga cag cct aaa agg PCR Nr4a1 
mmNr4a1-re1 atg cga ttc tgc agc tct tcc  
mmNr4a2-fw1 gca tcg cag ttg ctt gac acg PCR Nr4a2 
mmNr4a2-re1 cat tgc aac ctg tgc aag acc  
mmSec8l1-fw4 gcc aaa gtg tca cag cta tgc PCR Sec8l1 
mmSec8l1-re5 gcc cgg caa gat tca aag ttc  
mmFSHR-fw2 cac atc att gcc agg aac tcc PCR FSHR 
mmFSHR-re2 gta gca agt aga tcc caa tgc  
M13-fw gta aaa cga cgg cca gt Kolonie-PCR 
M13-re cag gaa aca gct atg ac (pCRII-Vektor) 
 
Die Nukleotidsequenz der Oligonukleotide ist in 5’- 3’-Orientierung angegeben. Die in einer PCR 
kombinierten Oligonukleotide sind gemeinsam dargestellt. Verwendungszweck sowie der Name der 
PCR bzw. die Bezeichnung der Sonden sind in der Spalte „Bemerkung“ aufgeführt. ORF = „open 
reading frame”; PCR = Polymerasekettenreaktion; PAS = Polyadenylierungssignal; RACE = „rapid 
amplification of cDNA ends”; NB = Northern-Blot; SB = Southern-Blot. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Anhang 
167 
7.2 Microarray-Analysen: Differentiell exprimierte Gene in 
Sertoli-Zell-spezifischen Klf4 „knock out“ Mäusen 
 
Tab. 7-2. Identifizierung von differentiell exprimierten Genen in Sertoli-Zell-spezifischen Klf4 
„knock out“ Mäusen mittels Microarray-Analysen. 
 
„probe set ID“ Bezeichnung Symbol 
chrom. 
Locus 
X/16 
MW 
p-Wert 
MW 
Änderung 
1451814_a_at 
HIV-1 tat interactive protein 2, 
homolog (human) 
Htatip2 
= TIP30 
7B3 16/16 0,014 - 21,28 
1445111_at SEC8-like1 Sec8l1 6A3.3 16/16 0,014 - 20 
1457047_at Transcribed Locus  7B3 16/16 0,014 - 7,35 
1441353_at RIKEN cDNA 5330421F07 gene  7B3   9/16 0,014 - 7,14 
1436107_at 
LSM8 homolog, U6 small nuclear 
RNA associated (S. cerevisiae) 
LSM8 6A2 13/16 0,014 - 6,25 
1421936_at 
Dual adapter for phosphotyrosine and 
3-phosphoinositides 1 
Dapp1 3G3 16/16 0,014 - 5,65 
1434677_at 
Hermansky-Pudlyk syndrome 5 
homolog (human) 
Hps5 7B3   8/6 0,014 - 4,1 
1443230_at cDNA clone IMAGE: 6514950  7B3   8/16 0,014 - 3.46 
1431470_a_at RIKEN cDNA 4933414l15 gene  11B1.3 14/16 0,014 - 3,44 
1431954_x_at RIKEN cDNA 4930431C11 gene  12 12/16 0,043 - 3,13 
1454295_at Nuclear receptor interacting protein 1 Nrip1 16C3.1 14/16 0,043 - 2,93 
1443858_at Tripartite motif protein 34 gamma 
Trim34 
gamma 
7E3 13/16 0,014 - 2,82 
1426936_at BC005512     8/16 0,014 - 2,56 
1425868_at Histone 2, (Hist2h2bb) H2bb 3F2.1   8/16 0,014 - 2,53 
1441198_at Zinc finger protein 39 Zfp39 11B3 16/16 0,014 - 2,42 
1439300_at 
Cystein-rich hydrophobic domain 1 
protein 
Chic1 XD 14/16 0,014 - 2,37 
1427710_at cDNA sequence BC013491 
BC 
013491 
7B3 16/16 0,014 - 2,3 
1431343_at 
similar to spermatogenic cell-specific 
gene 2 
LOC 
218695 
14AI 13/16 0,014 - 2,2 
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Tab. 7-2. Fortsetzung: Identifizierung von differentiell exprimierten Genen in Sertoli-Zell-
spezifischen Klf4 „knock out“ Mäusen mittels Microarray-Analysen. 
 
„probe set ID“ Bezeichnung Symbol 
chrom. 
Locus 
X/16 
MW 
p-Wert 
MW 
Änderung 
1425856_at 
Calcium and integrin binding1 
(calmyrin) 
Cib1 7qD2 14/16 0,043 - 2,15 
1436240_at RIKEN cDNA 1500010G04 gene  6B2.3 13/16 0,014 - 1,95 
1456165_at RIKEN cDNA 4921521F21 gene  1C3 13/16 0,014 - 1,91 
1428301_at 2610042L04Rik  14A1 11/16 0,014 - 1.85 
1424804_at cDNA sequence BC020002  6A1 15/16 0,014 - 1,85 
1457110_at pantothenate kinase 1 Pank1 19D1 10/16 0,014 - 1,83 
1453757_at HECT and RCC1 domain protein 5 Herc5 6B3   9/16 0,014 - 1,83 
1425408_a_at RIKEN cDNA 2610034M16 gene  17D   8/16 0,014 - 1,81 
1426018_a_at SRY-box containing gene 6 Sox6 7F1 11/16 0,014 - 1,8 
1434918_at SRY-box containing gene 6 Sox6 7F1 16/16 0,014 - 1,72 
1447655_x_at SRY-box containing gene 6 Sox6 7F1 13/16 0,014 - 1,72 
1456978_s_at D19Ertd652e  19D1 14/16 0,014 - 1,71 
1416505_at 
Nuclear receptor subfamily 4, 
group A, member 1 
Nr4a1 15F2 15/16 0,014 + 5,79 
1442800_x_at RIKEN cDNA A830059I20 gene  7qE1  14/16 0,014 + 4,99 
1417862_at RIKEN cDNA A830059I20 gene  7qE1  15/16 0,014 + 4,858 
1456746_a_at Cd99 antigen-like 2 Cd99l2 XA7.1 11/16 0,014 + 4,858 
1451799_at 2610528H13Rik  14D1 11/16 0,043 + 3,92 
1455034_at 
Nuclear receptor subfamily 4, 
group A, member 2 
Nr4a2 2C1.1 10/16 0,014 + 3,792 
1445104_at RIKEN cDNA E230029C05 gene  7D3 10/16 0,043 + 3,614 
1454008_at 
Heterogenous nuclear 
ribonuleoprotein methyltransferase 
like 3 
Hrmtl3 7B3 13/16 0,014 + 3,036 
1424448_at Tripartite motif protein 6 Trim6 7E2 15/16 0,014 + 2,389 
1437247_at Fos-like antigen 2 Fosl2 5B1 13/16 0,014 + 2,196 
1427020_at 
Scavenger receptor classA, 
member 3 
Scara3 14D1 16/16 0,014 + 2,181 
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Tab. 7-2. Fortsetzung: Identifizierung von differentiell exprimierten Genen in Sertoli-Zell-
spezifischen Klf4 „knock out“ Mäusen mittels Microarray-Analysen. 
 
„probe set ID“ Bezeichnung Symbol 
chrom. 
Locus 
X/16 
MW 
p-Wert 
MW 
Änderung 
1423731_at 
aldehyde dehydrogenase 16 
family, member A1 
Aldh 16 a1 7B3 16/16 0,014 + 2,166 
1447372_at 
aldehyde dehydrogenase 16 
family, member A1 
Aldh 16 a1 7B3 16/16 0,014 + 1,959 
1456981_at 
Transmembrane channel-like 
gene family 7 
Tmc7 7F1 12/16 0,014 + 2,098 
1450251_a_at ligand of numb-protein X1 Lnx1 5C3.3   8/16 0,014 + 2,066 
1447186_at Gene model 1084 Gm1084 7B3 14/16 0,014 + 1,913 
1416945_at 
Prostate tumor over expressed 
gene 1 
Ptov1 7B3 11/16 0,043 + 1,902 
1426981_at 
proprotein convertase 
subtilisin/kexin type 6 
Pcsk6 = 
Pace4 
7C   8/16 0,014 + 1,894 
1459713_s_at Transmembrane protein 16A Tmem16a 7F5 12/16 0,014 + 1,792 
1435290_x_at 
histocompatibility 2, class II 
antigen A, alpha 
H2-Aa 17B1 11/16 0,014 + 1,791 
1448475_at Olfactomedin-like 3 Olfml3 3F2.2 12/16 0,014 + 1,764 
1418726_a_at Troponin T2, cardiac Tnnt2 1E4 12/16 0,014 + 1,763 
1449188_at Midnolin Midn 10C1 11/16 0,014 + 1,74 
1429987_at 9930013L23Rik  7D3  9/16 0,014 + 1,743 
1418901_at 
CCAAT/enhancer binding 
protein, beta 
Cebpb 2H3  8/16 0,043 + 1,732 
 
Dargestellt sind die Ergebnisse der vergleichenden Analyse zwischen dem Transkriptom aus Hoden 
von Sertoli-Zell-spezifischen Klf4 „knock out“ Mäusen und dem Transkriptom aus Hoden von 
Kontrolltieren. Angegeben wurden die Identifikationsnummern der „probe sets“, die Bezeichnung eines 
Gens sowie das entsprechende Symbol und seine chromosomale Lokalisation (chrom. Locus). Es 
werden nur Gene aufgeführt, deren Expression in Mutanten mindestens 1,7-fach erniedrigt oder erhöht 
ist, die einem Wahrscheinlichkeitswert von p < 0,05 standhalten und mindestens in 50 % der 
Einzelvergleiche eine Regulation zeigen. Zudem muss gewährleistet sein, dass die Expressionsprofile 
aller „probe sets“, die ein und dasselbe Transkript repräsentieren, nicht gegenläufig sind. 
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8 Abkürzungsverzeichnis 
 
Allgemein gebräuchliche Abkürzungen und physikalische Maßeinheiten sind nicht 
gesondert aufgeführt. Aminosäuren wurden mit dem international anerkannten 
Einbuchstaben-Code dargestellt. 
 
A Adenosin 
AK Antikörper 
Amh Anti-Müller-Hormon 
AR Androgen-Rezeptor  
ARKO konstitutive Androgen-Rezeptor „knock out“ Maus 
ATP Adenosintriphosphat 
bp Basenpaar 
BCA Bicinchoninsäure 
BHS Blut-Hoden-Schranke 
BLAST „Basic Local Alignment Search Tool” 
BSA Rinderserumalbumin („bovine serum albumin”) 
C Cytosin 
cAMP cyklisches Adenosinmonophosphat 
cDNA komplememtäre DNA („complementary DNA”) 
CRE „cAMP-responsive element” 
CREB „cAMP-responsive element binding protein” 
CREM „cAMP-responsive element modulator” 
cRNA komplememtäre RNA („complementary RNA”) 
CK18 Cytokeratin 18  
cM Centimorgan  
Cre Cre-Rekombinase 
CF „cleavage factor”  
CPSF „cleavage and polyadenylation specificity factor” 
CstF „cleavage stimulation factor” 
DAB 3’,3’-Diaminobenzidin  
dpc „days“ post coitum 
DEPC Diethylpyrocarbonat 
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DMSO Dimethylsulfoxid 
DNA Desoxyribonukleinsäure („Desoxyribonucleic acid”) 
dNTP Desoxyribonukleotriphosphat 
EDTA Ethylendiamintetraessigsäure 
EMBL „European Molecular Biology Laboratory” 
EtOH Ethanol 
F1  erste Filialgeneration 
FACS  „fluorescence activated cell sorting” 
FCS fötales Kälberserum („fetal calf serum“) 
FITC Fluorescinisothiocyanat 
FSH Follikel-stimulierendes Hormon  
FSHR  Rezeptor für das Follikel-stimulierende Hormon  
FORKO konstitutive FSHR „knock out“ Maus 
G Guanidin 
Gklf „gut-enriched Krüppel-like factor“ 
GnRH „Gonadotropin-releasing hormone“ 
H-89 (N-[2-p-Bromocinnamylamino]ethyl)-5-isoquinoline- 
 sulfonamide *2HCl 
hpg hypogonadale Maus 
HRP Meerrettich-Peroxidase („horse-raddish peroxidase”) 
ICER „inducible cAMP early repressor” 
IHC Immunhistochemie 
kb Kilobasenpaar  
Klf4 „Krüppel-like factor 4” 
ko „knock out“ 
LH Luteinisierendes Hormon 
LSAB markierte Streptavidin-Biotin-Methode 
M Molar 
mm mus musculus 
MOPS 3-Morpholino-1-propansulfonsäure 
NaOH Natriumhydroxyd 
NB Northern-Blot  
NCBI „National Center for Biotechnology Information” 
NLS Kernlokalisationssignal („nuclear localization signal”) 
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nt Nukleotid 
OD optische Dichte 
OH-Gruppe Hydroxylgruppe 
ORF offener Leserahmen („open reading frame“) 
PAGE Polyacrylamidgelelektrophorese 
PAS Polyadenylierungssignal 
PCR Polymerasekettenreaktion („Polymerase chain reaction“) 
PEST Proteinsequenz, reich an Prolin (P), Glutamat (E),  
 Serine (S), Threonin (T), definiert Halbwertszeit  
PKA Proteinkinase A  
% v/v Volumenprozent („volume/volume“) 
% w/v Gewichtsprozent („weight/volume“) 
RACE „rapid amplification of cDNA ends” 
RNA Ribonukleinsäure („Ribonucleic acid“) 
RT Raumtemperatur 
RT-PCR reverse Transkriptase Polymerasekettenreaktion 
SB Southern-Blot 
SCARKO Sertoli-Zell-spezifische AR „knock out” Maus 
SDS Natriumdodecylsulfat  
SH3 „Src homology 3 domain“ (Proteininteraktionsdomäne) 
SPS Spalt- und Polyadenylierungsstelle 
SRY „sex-determining region of the Y chromosome” 
T Thymidin  
T3 Trijodthyronin  
TAE Trisacetat  
TCA Trichloressigsäure  
TEMED N,N,N’,N’-Tetramethylethylendiamin 
TRITC Tetramethylrhodaminisothiocyanat 
TWEEN 20 Polyoxyethylen-20-sorbitanmonolaurat 
U Einheit („Unit“) 
UpM bzw. rpm Umdrehungen pro Minute („rounds per minute”) 
Vol. Volumen  
WB Western-Blot 
wt Wildtyp 
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